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RESUMO

A anchovagem do pescado consiste em um processo de maturacdo na qual enzimas
tissulares e microbianas agem sobre os hidratos de carbono e proteinas. Existe uma
dificuldade para a normatizacdo do fluxograma de producédo do peixe anchovado pela
falta de padrbes oficiais que regulamentem o processo e a identidade e qualidade do
produto. Assim sendo, objetivou-se neste estudo foi monitorar etapas do
processamento tecnoldgico e validade comercial de sardinhas anchovadas, através de
andlises bacterioldgicas (presenca de Clostridium spp., enumeracdo de Enterococcus
spp., contagem de bactérias haldfilas, enumeracdo de Enterobactérias, presenca de
Tetragenococcus spp.) e fisico-quimicos (quantificagdo de aminas biogénicas, Bases
Volateis Totais, pH e percentual de cloretos). Como resultado das analises
microbiolégicas ndo foi isolada colonias suspeitas de Clostridium spp. e ndo foi
identificada presenca de Tetragenococcus spp.. Contudo, houve a contagem de
bactérias haldfilas identificadas como pertencentes ao género Pediococcus. Na fase de
maturacdo os valores de pH apresentaram-se entre 536 e 5,73 e os valores
percentuais de cloretos variaram entre 15,55 e 17,52%. Durante a validade comercial o
pH variou entre 5,23 e 5,89 e o percentual de cloretos entre 12,68% e 14,10%. A
producdo de Bases Volateis Totais (BVT) observou-se um comportamento crescente
durante a fase de processamento tecnoldgico, com 13,9 mg de N-BVT/100g no inicio do
processo, alcancando o valor maximo de 87,32 mg N- BVT/100g ao final do processo. A
formacao de histamina, em mg.Kg™, foi crescente durante o periodo de processamento,

mantendo esse comportamento durante a validade comercial chegando a producao
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méxima de 34 mg. Kg™. Considerando os resultados obtidos, no que tange as etapas
de processamento conclui-se que a presenca das visceras na fase de pré-salga néo foi
determinante no crescimento e desenvolvimento de Clostridium spp.. O crescimento
bacteriano dos principais géneros relacionados a formacéo de histamina foi inibido pelo
elevado percentual de cloretos e, consequentemente, a formagdo de histamina foi
abaixo do limite estabelecido pela legislagdo européia. Os valores de pH durante o
processamento tecnolégico e validade comercial inibiram o crescimento dos géneros
bacterianos estudados porém favoreceram o desenvolvimento de Pediococcus spp. Em
funcdo dos resultados obtidos € imperativo um alerta para consumo deste produto por

pessoas com maior sensibilidade a intoxicagdo histaminica.

Palavras chaves: Sardinha anchovada; Aminas Biogénicas; Histamina; CLAE;

Clostridium sp.; Sardinella brasiliensis.



ABSTRACT

The brining process of sardines (Sardinella brasiliensis) consists in the maturation by the
action of tissular and bacterial enzymes acting on carbohydrates and proteins in
saturated brine. There is a difficulty for the standardization of the product because there
is alack of official standards regulating for the technological processes. Therefore, the
objective of this study was to monitor the processing technology and trade period of
brined and maturated sardines through bacteriological analysis (presence of Clostridium
spp.. enumeration of Enterococcus spp., Halophilic bacteria counts, enumeration of
Enterobacteria; presence of Tetragenococcus spp) and physical-chemical (quantification
of biogenic amines, Total Volatile Bases, pH, and percentage of chlorides). During the
experiment, no Clostridium spp. suspected colonies were isolated and there was no
identification of the presence of Tetragenococcus spp. However, the halophilic bacterial
count was identified as genus Pediococcus. At the maturation phase pH values were
between 5.36 and 5.73 and the percentage values of chloride ranged between 15.55
and 17.52%. During the commercial validity pH varied between 5.23 and 5.89 and the
percentage of chlorides between 12.68% and 14.10%. The production of total volatile
bases (TVB) has shown an increasing trend during the technological process, with 13.9
mg N-BVT/100g early in the process, reaching a maximum value of 87.32 mg N-
BVT/100g. The formation of histamine in mg.Kg-1 was increased during the processing,
keeping this behavior during the trade period, and coming to the maximum of 34 mg.

Kg-1. Therefore, it was concluded that the presence of viscera in the pre-salting was not
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decisive in the growth and development of Clostridium spp.. The main type of bacterial
growth related to the formation of histamine was inhibited by the high percentage of
chlorides and, consequently, the formation of histamine was low. The pH during
processing technology and trade period inhibited the growth of all bacterial genera
studied but favored the development of Pediococcus spp. On regard of the results
obtained, it is important to alert consumers for the risks of histamine poisoning,

especially for people with increased sensitivity.

Keywords:Brined sardines; Biogenic amines; Histamine; HPLC; Clostridium sp.;

Sardinella brasiliensis.



1 INTRODUCAO

A conservacdo de alimentos para consumo humano é uma preocupacéo desde
épocas remotas da civilizacdo humana. Diversos foram os métodos empiricos utilizados
para conservar os alimentos, como secagem, salga, defumacdo, temperatura e até
inibicdo da presenca de oxigénio em carnes e peixes.

Apés a revolucao industrial, novas tecnologias, equipamentos e conservantes
foram desenvolvidos para aumentar a validade comercial de produtos alimenticios
utilizando-se os principios remotamente utilizados de secagem, salga e defumacéo e
outros métodos de conservacao. Atualmente, estes métodos sdo fundamentados em
estudos que desenvolvidos para estabelecer bases cientificas de controle da validade
comercial, ainda que sejam, em algumas regides do Brasil, utilizados de forma
artesanal.

O principio fundamental da salga de peixes é a desidratacdo, levando a
diminuicdo da atividade de agua do pescado. Concomitantemente, o aumento da
pressdo osmdtica interfere nas membranas celulares de microrganismos em geral,
inibindo seu crescimento e desenvolvimento.

Na salga, o produto final obtido pode ser o pescado inteiro, em forma de pasta,
como o0 ‘“bagoong”, um condimento pastoso tipicamente filipino feito com peixe
fermentado, ou em forma de molhos, como o “nuoc-mam”, produto vietnamita
adicionado de caldo de peixe fermentado com aplicacdo na culinaria local de forma
semelhante ao molho shoyo. Ao redor do mundo sdo comercializados produtos tipicos
de cada regido, elaborados com espécies de peixes regionais com caracteristicas
proprias e tecnologias aplicadas de forma artesanal e com expressiva aceitacdo dos

consumidores locais.
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No Brasil, existem produtos artesanais que séo derivados do pescado salgado e
muito consumido em determinadas regifes do pais. Pode-se citar, como exemplos, a
salga do pirarucu (Arapaiga gigas) na regido Norte, considerado localmente como
“pbacalhau brasileiro” e a salga do bagre (Bagre spp.) popularmente conhecido como
“‘mulato velho”.

Dentre os produtos submetidos a salga e elaborados em condi¢des industriais,
mas sem legislacdo propria, se destaca o pescado anchovado, cujo processamento é
conhecido como anchovagem e, originalmente, utilizam-se o0s engraulidios como
matéria prima, obtendo-se o “aliche” como produto final.

A anchovagem do pescado consiste, fundamentalmente, num processo de cura
prolongada, no qual as enzimas tissulares e microbianas compartiliham suas acfes
sobre os componentes da matriz alimentar. A acao de algumas enzimas autoliticas e de
microrganismos capazes de produzir substancias bloqueadoras de decomposicéo atua
sobre os hidratos de carbono e proteinas, conferindo a este produto aspecto e aromas
especiais.

A sardinha (Sardinella brasiliensis) pode ser utilizada como matéria prima, pois
possui 0s componentes bioldgicos necessarios para o desenvolvimento do aroma, do
sabor, da cor e da textura tipicos dos anchovados e que caracterizam o produto. O
produto oriundo desta matéria prima denomina-se “Sardinha anchovada” a qual pode
ser considerada uma semi conserva pelo fato de ndo ser submetido a esterilizacéo
comercial ao longo do processamento tecnolégico.

A matéria prima deste processamento tecnolégico pode ser veiculadora de uma
grande variedade de microrganismos patogénicos, a maior parte da microbiota em
funcdo da contaminacdo ambiental. Outra fonte de contaminag&o importante da matéria
prima é o manejo inadequado do pescado, desde o momento da captura, ainda nos
barcos pesqueiros, até sua destinacdo final, passando por inumeras fases de
processamento e transporte.

Na industria do pescado, além da presenca de microrganismos patogénicos, é
importante considerar a producdo de histamina e outras aminas biogénicas, que sdo
formadas pela quebra da cadeia de frio tornando-se um ponto critico de controle

importante da industria de pescado. Este fato se justifica pela histamina ser



20

termoestavel, além de ter acdo intoxicante potencializada pela presenca de cadaverina
e putrescina.

A histamina é produzida por mecanismo de descarboxilagdo enzimética da
histidina e esta envolvida na mediacéao primaria de reacdes alérgicas, sendo toxica em
concentracfes elevadas. Peixes da familia Scombridae, como a cavala, cavalinha e os
atuns, e os da familia Clupeidae, como a sardinha, sao freqiientemente envolvidos em
surtos de intoxicacao histaminica. O controle da producéo de histamina nestas espécies
deve ser monitorado a fim de prevenir intoxicacées no consumidor.

No Brasil, o pescado maturado ndo se tornou um hébito de consumo significativo
por ser um alimento caracteristico de culturas européias e orientais. Porém, as
sardinhas anchovadas produzidas no Brasil tém potencial para alcancar o mercado
internacional, pois sdo produzidas com qualidade e submetidas ao eficiente Sistema de
Inspecéo Federal implantado no pais.

No entanto, a falta de padrdes oficiais que regulamente seu processamento
tecnolégico gera uma dificuldade para a classificacdo ou normatizacdo do produto

nacional e/ou importado.



2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Monitorar o processamento tecnolégico e validade comercial de sardinhas
anchovadas, através de analises bacteriolégicas e fisico-quimicas a fim de avaliar a

qualidade de sardinhas anchovadas produzidas em industria nacional.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Como objetivos especificos foram propostos o0s seguintes procedimentos
analiticos:
- Avaliar a presenca de Clostridium spp.;
- Realizar a contagem de Enterococcus spp.;
- Realizar a contagem de bactérias haldfilas;
- Realizar a contagem de Enterobactérias;
- Avaliar a presenca de Tetragenococcus spp.;
- Monitorar por CCD a producgdo de histamina, cadaverina e putrescina durante as
fases de processamento e durante validade comercial;
- Quantificar por HPLC a producdo de histamina, durante as fases de
processamento e validade comercial;
- Comparar os dados analiticos de quantificacdo de histamina por HPLC e
Espectrofluorimetria;
- Acompanhar a producdo de Bases Volateis Totais durante as etapas de
processamento e validade comercial,
- Acompanhar os valores de pH durante as etapas de processamento e validade

comercial;
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- Acompanhar o percentual de cloretos durante as etapas de processamento e
validade comercial,

- Utilizar 6-aminoquinolil-N-hidroxisuccinimidil carbamato (AQC) como agente
derivatizante em metodologia por CLAE para a analise de histamina, putrescina e

cadaverina em sardinhas anchovadas.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

O processamento tecnoldgico de sardinhas anchovadas envolve um
complexo sistema enzimatico e alteragcbes bioquimicas devendo ser
acompanhamento por rigorosos sistemas de controle. Fatores fisico-quimicos e
bacteriol6gicos influem no processo de producdo e alguns destes aspectos de
qualidade serédo abordados a seguir.

3.1 TECNOLOGIA DE PRODUCAO DE SARDINHAS ANCHOVADAS

Os anchovados auténticos sédo elaborados com os engraulidios (Engraulis
encrasicholus, Engraulis ringens, Engraulis mordax). No entanto, outras espécies de
peixes podem ser utilizadas para a producédo de peixes anchovados tais como as
sardinhas (Sardinella brasiliensis, Sardinella aurita), manjubas (Anchoviella sp.),
lambaris (Astyanax fasciatus), cavalas (Scombrer japonicus) e peixes-agulha
(Belone belone). Para tanto, sao feitas adaptacdes na tecnologia de producéo para a
utilizac&o de cada espécie (BEIRAO, 1976; OETTERER, 2011).

O principio da anchovagem consiste ho aumento da pressdo osmoética do
meio fazendo uso de sal e mantendo o0 sistema em anaerobiose.
Consequentemente, ha reducdo da atividade de &gua, controlando o crescimento
microbiano e a maturacdo do produto. A anaerobiose inibe 0s processos
bioquimicos fermentativos que deterioram o pescado (OETTERER, 2011).

Pombo (2007) realizou um estudo comparativo de processamentos
tecnolégicos (Anexos 6.1, 6.2 e 6.3) de anchovagem de sardinhas estabelecendo o
processamento descrito, a seguir, como 0 mais eficiente para a obtencdo de
sardinhas anchovadas com boa qualidade, considerando parametros

microbiolégicos e fisico-quimicos.
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O processamento tecnolégico de sardinha anchovada inicia-se pela recepgéo
do pescado. Neste momento s&o observadas a presenca de sardinhas deterioradas
e a temperatura da matéria-prima, a qual deve estar menor a 4,4 °C (FDA, 2007).
Em seguida, as sardinhas sdo lavadas com agua hiperclorada (5ppm) e seguem
para a fase de pré-salga.

A etapa de pré-salga é realizada com as sardinhas inteiras e ndo evisceradas
(Pombo, 2007). Depois de lavadas, as sardinhas sédo colocadas em tanques de
alvenaria (capacidade de 7,5 T) higienizadas em camadas alternadas com sal
grosso e gelo onde havera a formacdo de salmoura. A temperatura inicial das
sardinhas é de 2°C, com elevacdo durante a etapa de pré-salga ao maximo de 19°C.
O ambiente é resfriado, tendo a temperatura controlada e mantida a 19 °C (Figura
1).
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Figura 1 (A, B e C) - Saldao com temperatura controlada onde é realizada a
maturacdo do produto (A). Destaque para os sensores de afericdo da temperatura (B
e C).

Ao longo da fase de pré-salga, imposicdo de diferentes obstaculos ao
crescimento microbiano. A medida que a temperatura da sardinha vai se elevando, o
cloreto de sédio vai penetrando e saturando a musculatura do pescado dentro do
periodo de 7 a 10 dias.

Seguindo o fluxograma de producéo, as sardinhas séo retiradas da pré-salga,
evisceradas e descabecadas. A salmoura formada é filtrada para re-utilizacdo na
fase de maturagdo. Em paralelo a esta etapa, as barricas e/ou tanques de alvenaria
sao higienizados sendo novamente utilizados na etapa de maturacao a seguir.

As sardinhas evisceradas e descabecadas séo recolocadas nos tanques
(capacidade de 7 a 9 T) e/ou barricas (capacidade de 130 a 270 Kg) (Figura 2)
higienizadas da mesma forma como na fase de pré-salga (camadas alternadas com

sal e gelo), adicionadas de salmoura saturada fresca para complementacdo da
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salmoura filtrada, iniciando-se a fase de maturacdo de, no minimo, 90 dias. Ao fim
do periodo minimo de maturacdo, as caracteristicas sensoriais das sardinhas (cor,
textura, odor e sabor) sdo observadas para avaliacdo. A ndo observancia das
caracteristicas sensoriais no padrdo estabelecido pela industria pode levar a

extensdo da maturacao pelo periodo de 120 dias.

Figura 2 - Barricas com capacidade de 130 a
270 Kg contendo as sardinhas em maturacao.

Obtidas as caracteristicas desejadas, as sardinhas tém a pele extraida e os
filés sdo submetidos a uma pressdo mecanica (Figura 3) para a retirada do excesso
de salmoura. Em seguida, os filés sédo cortados em tiras e embalados, sendo coberto
com Oleo comestivel e lacrado a vacuo. Como nenhum tipo de esterilizacdo

comercial é aplicado ao produto este € caracterizado como uma semi conserva.

Figura 3 — Prensa manual utilizada para a
retirada do excesso de salmoura do produto
apos o periodo de maturacao.
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O rendimento médio para uma partida de sardinha fresca, apés toda a etapa
de processamento tecnoldgico, é de 26%'. Os fatores que interferem neste
rendimento estdo relacionados com o tamanho da sardinha, o teor de gordura que

varia em funcdo da sazonalidade e a duracdo da fase de maturacéao.
3.1.1 A maturagao das sardinhas

O inicio da maturagdo ocorre pela acdo de bactérias, inclusive as intestinais,
seguido de alteracGes enzimaticas e quimicas, como a oxidacao das gorduras, em
temperatura de refrigeracdo. Seguido dos compostos soluveis como a histidina livre,
a uréia e o oxido de trimetilamina, as bactérias degradam as proteinas (OETTERER,
1999). Entretanto, Dissaraphong et al. (2007) acrescenta que a hidrélise da proteina
também é induzida por enzimas proteoliticas tissulares do peixe, além das enzimas
proteoliticas produzidas por bactérias halofilicas.

Na maturacdo ocorre a conversdo das proteinas insolliveis do pescado em
formas solUveis. Neste processo, ha degradacdo da actomiosina em peptideos e
aminoéacidos, compostos nitrogenados soluveis, que se difundem na salmoura, onde
ocorre o aumento de nitrogénio aminico. Ao final do processo de maturacao, estao
presentes, entre outros, 0s aminodcidos histidina, alanina, leucina, fenilanina,
prolina, e acido glutdmico (OETTERER, 2011).

Oetterer (2011) ainda descreve que o “flavour” caracteristico do produto é
obtido de uma mistura basicamente constituida de aminas, acidos organicos e
aminoacidos e que as aminas aparecem no produto final, pois alguns

microrganismos possuem a capacidade de descarboxilar os aminoacidos.
3.2 CONTROLE DE QUALIDADE

Para a obtencdo de sardinhas anchovadas com qualidade € importante que a
matéria prima (Sardinella brasiliensis) fresca apresente o padrdao de qualidade
estabelecido pela legislacdo vigente, seguindo os parametros descritos no
Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de Pescado Fresco (Inteiro ou
Eviscerado) (BRASIL, 1997) e a Instrucdo Normativa n° 25 de junho de 2011 que
aprova os Métodos Analiticos Oficiais Fisico-quimicos para Controle de Pescado e
seus Derivados (BRASIL, 2011).

! NA: Informagio originada de comunicagio pessoal com o Sr.Gilberto D’Elia, Diretor Presidente da Industria e
Comércio de Conservas Ubatuba LTDA, 2011.
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A sardinha (S. brasiliensis) € uma espécie de peixe com elevada importancia
econdbmica no Brasil sendo pertencente a familia Clupeidae que contem elevados
teores de histidina livre (100 — 500 mg.100™) na porgéo muscular (CONTRERAZ-
GUZMAN, 1994), fator diretamente implicado no aumento da possibilidade de
formacgéo de histamina. Para que isto ndo ocorra, a principal medida de controle é a
manutencdo da matéria prima em temperatura controlada ndo superior a 4,4°C
(FDA, 2007).

Em funcdo das limitacbes da inspecédo tradicional e da amostragem/analise
de lotes e sua incapacidade de garantir a seguranca dos alimentos, em 1970 foi
desenvolvido o conceito do APPCC, que trouxe uma grande contribuicdo para a
producdo de alimentos seguros. Os objetivos do APPCC sédo focados nos perigos
em um determinado alimento que tenham alguma probabilidade de afetar a saude
coletiva caso nédo sejam controlados, e no desenvolvimento de produtos
alimenticios e de condi¢Bes de processamento, comercializacdo, preparacao e uso
gue permitam controlar esses perigos (ICMSF, 2012).

Lupin et al. (2010), avaliando a producdo de derivados de pescado em
industrias Latino americanas que aplicaram o sistema de Analises de Perigos e
Pontos Criticos de Controle, verificaram que nestes locais houve reducdo com
custos para manutencdo da qualidade do pescado com consequente aumento da
qualidade do produto final.

O sistema APPCC tem como pré-requisito as Boas Praticas de Fabricacao
(BPF) e os Procedimentos Padrées de Higiene Operacional (PPHO). Estes pré-
requisitos identificam os perigos potenciais a seguranca do alimento desde a
obtencdo da matéria-prima até o consumo, estabelecendo os Pontos Criticos de
Controle (PCC). Estes PCC sdo monitorados com o objetivo de garantir a obtencéo
de um alimento seguro e com qualidade ao fim do processo (ANVISA, 2012; ICMSF,
2012).

Para a producdo de sardinhas anchovadas h& necessidade de aplicagdo de
cuidados rigorosos quanto as questdes de Analise de Perigos e Pontos Criticos de
Controle, pois ao longo do processamento tecnologico ndo € aplicado tratamento
térmico pelo calor, ndo havendo esterilizacdo comercial do produto pronto (POMBO
et al, 2009).
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3.2.1 Microrganismos veiculados pelo pescado

Leitdo et al. (1983), em trabalho realizado com pescado de origem marinha,
detectaram que as bactérias presentes nos peixes podem ser principalmente
encontradas na superficie da pele e visceras. Ogawa e Maia (1999) afirmam que as
guelras também apresentam contaminacgéo bacteriana podendo gerar contaminacao
dos demais tecidos apés a morte do animal.

A maioria das bactérias marinhas sdo bacilos Gram negativos, moveis,
anaerobios facultativos e psicrofilicos e os géneros prevalentes na agua do mar sao

seuddémonas, Vibrio, Spirillum, Alcaligenes e Flavobacterium (HAGLER; HAGLER,
1991). Outros géneros que também fazem parte da microbiota natural do pescado
séo: Moraxella, Shewanella e Micrococcus (FRANCO; LANDGRAF, 2005).

Dentre as bactérias patdégenas associadas ao consumo de peixes e seus
derivados destacam-se: Clostridium botulinum, Clostridium perfringens, Vibrio
cholerae, Vibrio parahaemolyticus, Staphylococcus spp., Salmonella spp., Shigella
spp., Escherichia coli (NOVOTNY et al., 2004).

Algumas bactérias comuns ao trato gastrintestinal dos homens e animais,
com capacidade de resistir a condigcbes adversas, podem estar presentes neste
ambiente em fungcdo da constante contaminacdo por causa da emissao de esgotos
ao mar (GIRAFFA, 2002).

3.2.1.1 Bactérias halofilicas e halotolerantes

As bactérias que conseguem se desenvolver e mesmo necessitam de altas
concentracfes salinas sdo denominados hald6filos e aqueles que sobrevivem, mas
ndo crescem e nem se desenvolvem, sdo denominados haloduricos (JAY, 2005).

Os microrganismos ligeiramente haldéfilos, que crescem em meio contendo de
2% a 5% de sal, sdo de origem marinha, principalmente dos géneros Pseudomonas,
Moraxella, Acinetobacter e Flavobacterium. Aqueles que crescem em meios
contendo de 5% a 20% de sal sdo chamados de moderadamente halofilos tendo
como exemplos as bactérias das familias Bacillacceae e Micrococcaceae. Bactérias
gque crescem em meios contendo concentracdes de 20% a 30% de sal sao
extremamente haldfilas como o Halobacterium spp. e Halococcus spp.. JA 0s
patdogenos Clostridium botulinum, C. perfringens e Staphylococcus aureus sao
halotolerantes (OETTERER, 2011).
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Ventosa et al. (1998) em um estudo sobre a biologias das bactérias aerébicas
moderadamente halofilicas cita Vilas et al.? (1985) que comenta que o Pediococcus
halophilus como bactéria dominante presente em anchovas curadas e que esta
bactéria se desenvolve em condi¢cbes de aerobiose e anaerobiose, além de tolerar
valores superiores a 15% de NacCl.

A maioria das bactérias moderadamente halofilicas envolvidas em
contaminacdo de alimentos salgados (5 a 20% de NaCl) sdo espécies Gram
positivas das familias Bacillaceae e Micrococcaceae. Algumas espécies de bactérias
Gram negativas também podem se desenvolver em alimentos curados contendo sal
em valores superiores a 10% (BAROSS, 2001).

3.2.1.2 Enterococcus spp. e Tetragenococcus spp.

Os Enterococcus spp. sdo cocos Gram positivos, anaerdbios facultativos,
dispostos aos pares ou pequenas cadeias (DOMING et al., 2003; TENDOLKAR et
al., 2003) e podem tolerar elevadas concentracdes de sal. Pertencem a familia
Enterococcaceae, junto com o0s géneros Melissococcus, Tetragenococcus e
Vagococcus (HUGAS et al., 2003).

Os membros tipicos do género Enterococcus (E. durans, E. faecalis, E.
faecium, E. gallinarum, E. hirae e E. mundti) sdo facilmente distinguiveis, pois
crescem em ambas as temperaturas, 10 e 45°C, em caldo contendo até 6,5% de
NaCl, em pH 9,6 e em presenca de 40% de bile. Existem dados na literatura
registrando a presenca de Enterococcus spp. em pH 5,0 (FRANZ et al., 2003;
HUGAS et al, 2003; TENDOLKAR et al, 2003). Diferem do género
Tetragenococcus por nao crescer a 10 °C, além de ser sensivel ao antibiético
vancomicina (WINN, KONEMAN, 2006).

Este microrganismo pode ser utilizado como indicador de higiene do alimento,
baseado na capacidade de sobreviver em condi¢cdes ambientais adversas, somado a
possibilidade de estar presente no trato intestinal de homens e animais e a
resisténcia a temperaturas elevadas (DOMING et al., 2003; GIRAFFA, 2002).

Porém, Hugas et al. (2003) destacaram que o Enterococcus spp. possui um

papel importante em alimentos fermentados pois algumas espécies podem produzir

2 VILLAR, M. A. P.; DE RUIZ HOLGADO, J.J.; SANCHEZ, R.E.T.; OLIVER,G. Isolation and
caracterization of Pediococcus halophilus from salted anchovies (Engraulis anchoita). Journal of
Applied Microbiology. v. 49, p.664-666. 1985.
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enterocinas com atividade antimicrobiana que agem sobre a microbiota patogénica
possivelmente presente no alimento. Em contrapartida, a capacidade de produzir
descarboxilases, com consequente formacdo de aminas biogénicas, também gera
preocupacdo. Fatores como o pH, temperatura e concentracao de NaCl interferem
na producdo das aminas biogénicas por intervirem na curva de crescimento do
Enterococcus faecalis (GARDINI et al., 2001).

Sob estes aspectos, 0os Enterococcus spp. tornaram-se o centro de muitas
atividades de pesquisa e preocupacdo em relacdo a saude coletiva. De um lado,
participam de importantes fungbes em varios produtos fermentados e, de outro, €
utilizado como indicador de contaminacao fecal, além da existéncia de algumas
espécies que tem algum potencial patogénico (DOMING et al., 2003).

Ao avaliarem a qualidade de peixes anchovados Pombo et al (2009) isolaram
Enterococcus spp. em 76% das amostras analisadas, além de constatar a presenca
de histamina em todas as amostras analisadas sugerindo uma relacdo entre estes
fatos.

O género Tetragenococcus, atualmente classificado na familia
Enterococcaceae, ordem Lactobaciles na classe Bacilli (GARRITY; HOLT, 2001), é
composto por quatro espécies: T. halophilus (COLLINS et al., 1990), T. muriaticus
(SATOMI et al., 1997), T. solitarius (ENNAHAR, CAl, 2005)e T. koreensis (LEE et al.,
2005). Sdo cocos Gram positivos, imoveis, ndo formadores de esporos, oxidase
negativos e homofermentativos (LEE et al., 2005).

O T. muriaticus foi originalmente isolado em um molho de peixe fermentado
tradicional no Japédo e foi identificado como uma nova espécie de bactéria acida
latica halofilica formadora de histamina (KIMURA et al, 2001; KONAGAWA et al,
2002)

No estudo realizado por Kobayashi et al. (2004) observou-se que o
crescimento de T. muriaticus e T. halophilus foi efetivo em meio de MRS com
variacbes de pH entre 5,8 e 7,5 e concentragbes de NaCl que variaram entre 3% e
15%. No entanto, o conjunto condigbes que proporcionou o melhor crescimento
bacteriano foi em meio MRS adicionado de 7% de NaCl em pH entre 6,5 e 7,5.

Zaman et al. (2009) realizaram uma revisao sobre os alto teores de aminas
biogénicas em peixes fermentados e relataram o T. Muriaticus e T halophilus como

espécies formadoras de histamina nestes produtos.
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3.2.1.3 Enterobacteriaceae

A familia Enterobacteriaceae possui bastonetes Gram positivos, anaerdbios
facultativos, os quais fermentam glicose produzindo acidos e, em algumas espécies,
gas. Sao oxidase negativos, usualmente catalase positivos, reduzem nitrato a nitrito
e podem ser méveis ou iméveis (BORMAN et al, 1944).

Os géneros pertencentes a esta familia sdo, entre outros, Escherichia,
Citrobacter, Salmonella, Hafnia e Proteus. Em geral sdo bactérias mesofilas, apesar
de conter algumas cepas psicrotroficas, que estdo associadas a contaminacdo de
origem fecal, ndo sendo necessariamente o trato intestinal de animais e homens o
seu “habitat” natural. As bactérias pertencentes a esta familia podem estar presentes
no ambiente, sobretudo unidades de producdo de alimentos, sendo consideradas
como indicadores de qualidade higiénico sanitaria dos alimentos (KORNACHKI;
JOHNSON, 2001).

As bactérias da familia Enterobacteriaceae sédo formadoras de histamina,
sendo a Morganella morganii, Klebsiella pneumoniae e Hafnia alvei as produtoras
mais efetivas desta amina biogénica (STRATTEN, TAYLOR, 1991).

Silveira et al (2007) avaliando a qualidade e a quantidade de microbiota total e
produtora de histamina em peixes detectaram a presenca de espécies pertencentes
a familia Enterobacteriaceae.

Em revisdo bibliografica realizada por Suzzi e Gardini (2003) sobre aminas
biogénicas em produtos fermentados, diversos autores sdo citados afirmando o
isolamento de bactérias formadoras de histamina nestes produtos. Dentre as
espécies bacterianas isoladas e identificadas foram observadas: Proteus vulgaris,
Citrobacter freundii, Klebsiella oxytoga, Escherichia coli, Morganella morganii, entre
outras bactérias.

Pombo et al. (2009) comparando trés processamentos tecnologicos para a
elaboracdo de sardinhas anchovadas isolou bactérias dos géneros Proteus,

Shiguella, Escherichia, Klebsiella, Citrobacter e Pseudomonas.
3.2.1.4 Clostridium spp.

Os clostridios séao bacilos Gram positivos formadores de esporos, anaerobios
estritos e catalase negativos. A principal fonte de clostridios é o solo, porém também

podem ser encontrados no trato intestinal de homens e animais. Quando presente
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nos alimentos, a multiplicacdo deste género pode levar a deterioracao do produto (C.
pasteurianum, C. sporogenes) ou producédo de toxinas (C. botulinum, C. perfringens)
(FRANCO, LANDGRAF, 2005).

O Clostridium botulinum pode ser classificado em funcdo de suas toxinas que
vao do tipo A ao G (HUSS, 2003). Porém, somente as estirpes produtoras de toxinas
nao-proteoliticas do tipo B, E e F, as quais sédo termolabeis e sensiveis a presenca
de NaCl, tém o ambiente aquatico como habitat natural (HUSS, 1997).

As toxinas produzidas pelo C. botulinum do tipo A, B, E e F sdo causadoras
de botulismo humano. A doenca, consequente da ingestdo da toxina através do
alimento contaminado, pode provocar nauseas e vOmito podendo evoluir para
sintomas neuroldgicos. Em casos mais graves a intoxicacdo pode ser fatal em 24
Horas (HUSS, 2003).

O Clostridium perfringens produz proteinas biologicamente ativas, algumas
com atividade toxica e outras com atividade enzimética. S&o cinco estirpes para
classificacdo do C. perfringens (A, B, C, D e E), porém, somente os tipos A, C e D
sdo produtores de enterotoxinas sendo o tipo A 0 mais envolvido em toxinfecces
alimentares (FRANCO, LANDGRAF, 2005).

No entanto, Gelli et al. (2002) relata que pH inferior a 4,5 impede a
multiplicacdo de C. botulinum, atividade de &agua inferior a 0,93 € limitante e que

concentr¢des superiores a 8% de NaCl impedem a producéo de toxina.
3.2.2 Conceito dos obstaculos de Leistner

O estudo das interacbes entre os fatores intrinsecos (caracteristicas do
alimento) e extrinsecos (ambiente em que o alimento se encontra) que interferem na
capacidade de sobrevivéncia e multiplicacdo dos microrganismos nos alimentos
originou o conceito dos obstaculos de Leistner que, em inglés, é conhecido como
hurdle theory (FRANCO; LANDGRAF, 2005).

Lembrando que os fatores intrinsecos sédo a Atividade de agua (Aa), acidez
(pH), potencial de oxi-reducdo (Eh), composi¢cdo quimica, fatores antimicrobianos
naturais e interagbes entre microrganismos. Contudo, relaciona-se como fatores
extrinsecos a temperatura, a umidade relativa e composicdo gasosa, todos
relacionados ao ambiente. Estes efeitos podem ser aditivos, sinérgicos ou
antagonicos e estas interacfes serdo utilizadas de acordo com o alimento produzido

(ibid). Ray (2005) cita, além dos fatores acima citados, que a tecnologia de
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processamento do alimento, tais como tratamento térmico, secagem, fermentagéo e
adicdo de aditivos, também compde o conjunto de fatores do conceito dos
obstaculos de Leistner.

Para melhor compreensado, seguem alguns resultados de trabalhos descritos
por Scott (1989) e Gould e Jones (1989) que exemplificam como funciona o conceito
dos obstaculos de Leistner:

1. Tratamento térmico do alimento com valores inferiores a 100°C néo eliminam
um grande parte dos microrganismos patogénicos e formadores de esporos.

Estes microrganismos e esporos podem ser ativados pelo aumento da

temperatura ambiente levando ao seu crescimento e multiplicagdo. No

entanto, se o pH do alimento for reduzido a 4,5 ou NO, e NaCl forem
adiocionados, 0s esporos nao germinarao;

2. O Clostridium botulinum cresce a 35°C em Aa 0,95. No entanto, se a
temperatura de estocagem cair para 20°C, este s6 cresce se a AA aumentar

para 0,97;

3. C. botulinum cresce em pH 7,0 a 37°C e Aa 0,94; no entanto, quando ha
queda do pH para 5,3 ndo existe crescimento do clostridio, mesmo que a Aa

suba para 0,99. A producéo de toxina pelo C. botulinum acontece quando a

bactéria é incubada a 16°C por 28 dias em pH 5,5. Contudo, se o pH cair para

5,2, ndo héa producao de toxina.

Para a producdo de sardinhas anchovadas com qualidade, a utilizacdo do
conceito dos obstaculos de Leistner € fundamental, pois ndo ha utilizacdo de
tratamento térmico pelo calor (esterilizacdo comercial) em nenhuma das etapas de
processamento.

Pombo et al. (2007), demonstra em estudo comparativo de trés
processamentos tecnoldgicos para a elaboracdo de sardinhas anchovadas que o
acompanhamento da temperatura ambiente associada as baixa atividade de agua e
ph acidificado do meio em que se encontram as sardinhas séo importantes para que

haja inibicdo do crescimento.
3.3 AMINAS BIOGENICAS

As Aminas Biogénicas (AB) se formam, nos alimentos, pela descarboxilagédo
microbiana de seus aminodacidos precursores ou se formam, nos seres vivos, COmMo

conseqUéncia dos processos metabdlicos celulares normais. S&8o compostos
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organicos nitrogenados de carater basico presentes em animais, plantas e
microrganismos (LEHANE; OLLEY, 2000).

As principais AB sdo a histamina, a putrescina e a cadaverina pelo fato da
histamina estar relacionada a casos de intoxicacao alimentar alérgica e ter seu efeito
toxico potencializado pela presenca da putrescina e cadaverina. Também se
destacam a tiramina, a triptamina, a B-feniletilamina, a agmatina, a espermina e
espirimidina (GIROTO et al., 2010; LEHANE; OLLEY, 2000; SIGNORINI;
GUERRERO-LEGARRETA, 2009).

A formacao de AB ocorre por acao da enzima descarboxilase no grupamento
carboxila (COOH) terminal dos aminoacidos formando aminas biogénicas ou
bioativas e CO,, como demonstrado na reacdo abaixo (OGAWA; MAIA, 1999).

RCHNH; COOH-> RCH;NH; + CO»

A histamina é formada quando seu amino&cido precursor (Figura 4), a
histidina, é descarboxilado. Koesseler et al. ® (1928) citado por Halasz et al. (1994)
sugeriram que a formacao de aminas biogénicas € um mecanismo de defesa das
bactérias a um meio muito acido. Outras aminas como a cadaverina, putrescina e
tiramina também sdo formadas pela descarboxilacdo dos seus respectivos
precursores, lisina, ornitina e tirosina (OGAWA; MAIA, 1999).

O COe
M M
H Hz Histidina N MNHz

Histiding descarboxilase Histamina

Figura 4 — Reacao de descarboxilacdo de histidina formando histamina e
liberando géas carbdnico.

A histamina pode ser catabolizada de diversas maneiras: a Diaminoxidase -
DAO (ou histaminase) pode promover a desaminacdo da molécula de histamina
através da oxidacdo da mesma formando acetoaldeido imidazoélico e &cido
imidazolacético; a N-metiltransferase (N-HMT) pode promover uma metilagdo na

cadeia da histamina formando a metil-histamina; ou a cadeia pode ser metilada e

¥ KOESSELER, K. K.; HANKE,M. T.; SHEPPARD, M. S.. Production of histamine, tyramine,
brochospastic and arteriospastic substance in blood broth by pure culture of microorganisms. Journal
of Infectious Diseases. v.3, p. 363-377, 1928.
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acetilada ao mesmo tempo. A presenca de DAO e N-HMT no trato intestinal e de N-
HMT no figado fazem com que concentracées de histamina inferiores a 100 mg.Kg™
possam ser ingeridos sem que ocorram intoxicacdo ou reacdes alérgicas. A
Monoaminoxidase (MAQO) é outra enzima importante na detoxificacdo da histamina.
(TAYLOR et al., 1989).

No entanto, Mongar (1957) observou que a presenca de outras aminas
biogénicas inibe a DAO e N-HMT aumentando a absorcéao intestinal da histamina.

Outros fatores com o consumo de medicamentos inibidores da MAO e DAO
(anti-histaminicos, agentes anti-malaria, alguns medicamentos para tratamentos
psicoldgicos, entre outros) e doencgas intestinais (doenca de Crohn) também podem
ser importantes na ocorréncia de intoxicacdes por histamina (LEHANE; OLLEY,
2000; TAYLOR et al., 1989).

3.3.1 Fatores fisico-quimicos e bacteriolégicos para formacdo de aminas
biogénicas

Existem alguns fatores limitantes que interferem na formac&o de histamina e
de outras aminas biogénicas tais como: a disponibilidade de substrato, o pH, a
Atividade de agua (Aa), a concentracdo de sal e a temperatura.

O pH é um fator importante, pois interfere na descarboxilacdo dos
aminoécidos, que ocorre em maior concentragdo em meio acido. O valor 6timo de
pH esta entre 4,0 e 5,5, pois nesta faixa algumas bactérias sdo estimuladas a
produzirem mais descarboxilases como forma de defesa ao meio acido (HALASZ et
al., 1994). Este meio acido favorece o desenvolvimento de alguns microrganismos
como as bactérias laticas as quais podem promover a inibicdo da microbiota
acompanhante (FRANCO; LANDGRAF, 1996).

Os alimentos que contem baixa ou reduzida Atividade de agua (Aa) influem,
negativamente, na formacado de aminas biogénicas em funcdo da diminuicdo do
metabolismo bacteriano (JAY, 2005).

Ambientes com alta concentracdo de cloreto de sodio (NaCl) influenciam o
metabolismo bacteriano e geram progressiva alteracdo na membrana onde estéao
localizadas as enzimas descarboxilases, inibindo a liberagdo enzimatica (OREN,
1999). Desta forma, Henry e Koehler (1986) descreveram que concentracdes de 3,5
a 55% de NaCl podem inibir a formagdo de histamina. Pombo et al. (2009)

observaram que durante o processamento tecnolégico de sardinhas anchovadas, a
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saturacdo da salmoura permite que a concentracao de sal na por¢cdo muscular das
sardinhas varie entre 15,65% e 18,87%.

A adicdo de sais provoca a reducdo do valor da Atividade de agua, que,
juntamente com a temperatura, influem no metabolismo bacteriano. A Aa,
temperatura e disponibilidade de nutrientes s&o interdependentes. Assim como o pH,
a Aa desfavoraveis provocam o aumento da fase lag de multiplicacdo bacteriana.
(GARDINI et al., 2001; JAY, 2005; SUZZI; GARDINI, 2003).

A temperatura influencia na curva de crescimento, o metabolismo e a
atividade enzimatica bacteriana interferindo, consequentemente, na formacdo de
aminas biogénicas. Temperaturas elevadas favorecem a protedlise e a reacdo de
descarboxilacdo, resultando no aumento da concentracdo de aminas. Em
contrapartida, baixas temperaturas diminuem a formacdo de aminas em funcéo da
reducado das reacoes de descarboxilagdo (HUSS, 1997).

Durante o processo de maturacdo, os aminoacidos livres no musculo e os
produzidos pela decomposicdo de proteinas podem sofrer descarboxilacdo e
desaminacéo por acdo de enzimas bacterianas (POMBO et al., 2009). Sobre esse
aspecto, é importante considerar que na etapa de maturacdo ocorre uma seérie de
transformacdes por acdo de proteases e peptidases de origem bacteriana e
enddégena com consequente formacdo de AB, assim como alteracbes sensoriais
desejaveis para producdo de determinados tipos de alimentos (GIROTO et al.,
2010).

Para os sistemas enzimaticos, a temperatura exerce dois papéis que podem
causar efeitos opostos na velocidade da reacdo enzimética. Ao mesmo tempo em
gue o aumento da temperatura acelera a velocidade da reacdo enzimatica, este
aumento também pode gerar a desnaturacdo da enzima, diminuindo a reacéo
(GARDINI et al., 2001; HUSS, 1997).

As principais bactérias responsaveis pela formacéo de histamina pertencem a
familia Enterobacteriaceae (HALASZ et al., 1994; LEHANE; OLLEY, 2000). No
entanto, outros géneros bacterianos sdo citados por produzirem enzimas
descarboxilases, como algumas bactérias laticas (SUZZI; GARDINI, 2003)
representadas pelos géneros Enterococcus (GARDINI et al., 2001; GIRAFFA, 2002)
e o0 Tetragenococcus (KUDA et al., 2007; SATOMI et al., 1997). Halasz et al. (1994)
comentam que o0s géneros Escherichia, Salmonella, Clostridium, Bacillus e

Lactobacillus também produzem a histidina descarboxilase.
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3.3.2 Procedimentos analiticos para determinagéo de aminas biogénicas

No Brasil, a histamina vem sendo analisada por técnicas semi-quantitativas,
como a Cromatografia em Camada Delgada (CCD) (SCHUTZ et al.,, 1976), e
guantitativas, como a Espectrofluorimetria (AOAC, 2002; BRASIL, 1997) e
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) (BRASIL, 2011).

Métodos  semi-quantitativos  geralmente sdo utilizados para o0
acompanhamento de processos de producédo ou triagem pelos sistemas de controle
de qualidade das industrias para verificar a presenca de aminas biogénicas de forma
rapida e com baixo custo (MARSICO et al., 2006; SHAKILA et al., 2001; SOARES et
al., 2005).

A Cromatografia em Camada Delgada (CCD) de adsorcdo tém mudltiplas
vantagens, pois é de facil compreensdo e execucdo, separacdo em espaco de
tempo curto, grande repetitividade e baixo custo (LOPES, 2006).

A separacdo na cromatografia de adsorcdo depende da competicdo entre a
adsorcdo na superficie do sélido e a dessorcdo pelo solvente (etapa de eluicdo).
Solventes mais polares irdo deslocar os compostos mais rapidamente para a fase
liqguida (AQUINO NETO, 2003).

O método é baseado na comparacdo visual de manchas avermelhadas
formadas pela presenca de aminas biogénicas no alimento que sédo separadas por
migracdo diferencial e adsorcdo em placa de silica e sdo reveladas por solugcédo de
Ninhidrina 3% sendo, posteriormente comparadas aos padrbes das aminas
biogénicas estudadas (LOPES, 2006; SCHUTZ et al., 1976).

O método da Espectrofluorimetria é instrumental, demandando mais tempo,
maior quantidade de reagente na etapa analitica de purificacdo. A histamina é
selecionada pela resina de troca ibnica (Bio-Rad AG 1-X8, 50-100 mesh ou Dowex
1-X8, 50-100 mesh) e complexada com o agente derivatizante o-ftalaldeido (OPA),
formando um composto fluorescente. A determinacdo fluorimétrica € feita com
excitacao a 350 nm e emisséo a 444 nm (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008).

Na cromatografia por troca ibnica, a fase estacionaria é altamente carregada
e 0s solutos com cargas de sinais contrarios a esta sao seletivamente adsorvidos da
fase movel. Os solutos adsorvidos podem ser subsequentemente eluidos, por
deslocamento com outros ions, com 0 mesmo tipo de carga, porém com maior forca

de interacdo com a fase estacionaria (SPADARO, 2006).
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A resina contém grupos funcionais que retém os analitos com cargas ibnicas
opostas aos da resina, como estdo representadas nas equacdes a seguir: R"X + A’
— R"A + X ouRX +C"— R C"+ X" (QUATTROCCHI et al., 1992; SPADARO,
2006).

Todo o processo resulta numa analise demorada e com produtos de
derivatizacdo pouco estaveis, além de ndo quantificar outras aminas biogénicas
potencializadoras da acéo intoxicante da histamina.

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) como método oficial para
andlise de aminas biogénicas em alimentos € recente no Brasil (BRASIL, 2011).
Esta técnica permitir a quantificagdo de diferentes aminas biogénicas de um mesmo
extrato, concomitantemente, poupando tempo e permitindo a avaliacdo mais
abrangente da qualidade do alimento analisado (HEIDI; COLLIN, 2005; MALLE;
VALLE, 1996; POMBO et al., 2010; SILVEIRA et al., 2007).

Diversas metodologias utilizando a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE) foram desenvolvidas para a andalise de aminas biogénicas em alimentos.

Malle e Valle (1996) desenvolveram uma metodologia analitica rapida para a
determinacdo de aminas biogénicas por CLAE que pode ser usado em pescado e
derivados. Usando este método é possivel quantificar a putrescina, cadaverina e
histamina e propor um indice de Qualidade (IQ) para as diferentes espécies de
peixes.

A CLAE também foi utilizada por Dulfos et al. (1999) para quantificar
putrescina, cadaverina, histamina, espermina, esperimidina, metilamina, com o
objetivo de definir limites referenciais para caracterizar a qualidade de Merlangus
merlangus (espécie de badejo) e Pleuronectes platessa (espécie de linguado).

A quantificacdo de putrescina e cadaverina foi feita através de CLAE por
Heide e Collin (2005) para o desenvolvimento de método rapido e simples para a
determinacdo de baixas concentracdes destas aminas biogénicas objetivando a
determinacao de frescor em pescado nas primeiras horas de deterioragéo.

Contudo, a quantificacdo de aminas biogénicas também é utilizada para
determinar a qualidade de outros alimentos como o café, no qual Silveira et al.
(2007) determinaram o perfil e os teores de aminas biogénicas e bioativas apos
diferentes torrac6es do café.

Yldirim et al (2007) determinaram as concentracdes de histamina, tiramina,

prutrescina, cadaverina, triptamina, agmatina e B- feniletilalanima por CLAE em
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diferentes tipos de vinhos com o objetivo de descrever a relacdo entre a presenca
destas aminas biogénicas e os tipos de vinho.

A determinacdo de aminas biogénicas também foi realizada em carnes
(KURT; KOMPRDA et al, 2009; VINCE; ANTONELLI, 2002; ZORBA, 2009) e queijos
(INNOCENTE et al, 2007;LADERO et al;, 2009).

3.4 PADROES DE QUALIDADE

Atualmente, ndo existem regulamentos ou normativas especificas para o
processamento tecnoldgico de sardinhas anchovadas que fornecam um padréo de
qualidade e identidade para este produto. Para produgcdo nacional, no Brasil séo
utilizadas leis, normas e regulamentos onde s&o encontradas referéncias de
manipulacdo de pescado que promovam a producdo de sardinhas anchovadas com
qualidade e inocuidade para o consumidor (POMBO et al, 2009).

As industrias inspecionadas pelo Ministério da Agricultura optaram por
consultar as legislacdes Européias utilizando-as como complemento para a
fabricacdo de sardinhas anchovadas em funcdo da ndo observancia na legislacéo
brasileira da possivel ocorréncia de formacdo de histamina no pescado maturado
elaborado com espécies de peixes contendo elevado teor de histidina em sua
composi¢do muscular (ibid).

Baseando-se no RIISPOA (BRASIL, 1952), as sardinhas anchovadas seriam
classificadas como “produto curado salgado” (art. 448, art. 460 e art. 461). Pela
definicdo da referida Lei, 0 “pescado curado” é o produto elaborado com pescado
integro, tratado por processos especiais, compreendendo, além de outros, 0s
seguintes tipos principais: 1- pescado salgado; 2- pescado ... adicionados ou nao de
um meio aquoso ou gorduroso, dispensando-se a esterilizacdo ... obtido pelo
tratamento do pescado do pescado integro, pela salga a seco ou por salmoura.”.

Em complementacdo ao RISPOA (BRASIL, 1952) foi elaborado o
Regulamento Técnico de Identidade de Qualidade (RTIQ) de Peixe Salgado e Peixe
Salgado Seco (BRASIL, 2000). Neste documento existe a orientagcdo do processo
que caracteriza o0 pescado salgado. “Os peixes eviscerados e limpos devem ser
misturados ao sal (cloreto de sédio) e permanecer em salmoura ou sal por tempo
suficiente para que, a concentracdo do sal se distribua uniformemente em todo o

musculo e permita a cura...”.
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No entanto, ao avaliar o processamento tecnolégico de fabricacdo de
sardinhas anchovadas percebe-se que estas legislacdes nédo esclarecem alguns
aspectos importantes da fabricacdo da matriz alimentar, como o tempo minimo de
maturacao e as espécies que sao aptas para este processamento tecnologico.

Nas “Normas Sanitarias de Producdo e Comercializagdo dos Produtos da
Pesca” (PORTUGAL, 1991) faz-se referéncia aos “Produtos Transformados” que é
caracterizado por “todo o produto da pesca que tenha sido submetido a um processo
quimico ou fisico, tal como o aquecimento, a defumacédo, a salga, a seca... ou
combinacdo destes processos.” Nesta norma sao feitas recomendacdes técnicas
para a producdo de pescado salgado, porém também ndo héa referéncia as espécies
recomendadas para serem submetidas a fase de maturacéo e ao periodo minimo de
maturacdo. Entretanto, na norma ha recomendac¢fes para que o tratamento seja
destinado a inibir o desenvolvimento de microrganismos patogénicos e que este
deve contribuir para assegurar a conservacdo do produto, mas deve ser
cientificamente reconhecido.

Com relacdo a qualidade microbiolégica, a Resolucdo RDC n° 12 do
Ministério da Saude (BRASIL, 2001) é utilizada para referenciar as anélises
bacteriolégicas em Pescados e Produtos de Pesca. No item “pescados, moluscos e
crustaceos secos ou salgados; semi-conservas de pescado, moluscos e crustaceos,
mantidas sob refrigeracdo (marinados, anchovados ou temperados)” indica-se a
realizacdo da Enumeracdo de coliformes a 45 °C, a contagem de Estafilococos
coagulase positiva e a verificacdo da presenca de Salmonella spp.

Quanto aos parametros fisico-quimicos de qualidade, além de ser usada
como referéncia a Portaria n°® 185 (BRASIL, 1997) e a Instrucdo Normativa n°® 25
(BRASIL, 2011) para avaliar a matéria prima, faz-se uso da legislacao Européia (CE,
2005) para avaliar a producao de histamina em “Produtos da pesca que tenham sido
submetidos a um tratamento de maturacdo enzimatica em salmoura, fabricados a

partir de espécies de peixe associados a um elevado teor de histidina.”



4. MATERIAL E METODOS

Para a realizagdo desta pesquisa obteve-se o apoio de empresa nacional,
inspecionada pelo Ministério da Agricultura, localizada na cidade de Ubatuba-SP.
Desta forma foi possivel acompanhar um lote de fabricacdo de sardinhas
anchovadas de 250 Kg em duas etapas: na fabricacdo do produto (desde a matéria
prima até produto pronto) e na validade comercial através de analises
bacterioldgicas e fisico-quimicas.

Na etapa de fabricacdo do produto, as amostras foram coletadas nos
seguintes pontos: matéria prima fresca, fase de pré-salga (dias um, trés, sete e dez)
e mensalmente na fase de maturacdo (30, 60 e 90 dias). A segunda etapa do
trabalho consistiu na avaliacdo mensal do produto pronto originado do lote
acompanhado anteriormente, durante o periodo de validade comercial.

As amostras foram coletadas da forma como estabelecido pela Instrucao
Normativa n® 62 (Brasil, 2003) e foram encaminhadas para os laboratérios de
Controle Microbiolégico de Produtos de Origem Animal (POA), Controle Fisico-
qguimico de POA da Faculdade de Veterinaria da Universidade Federal Fluminense,
além do Laboratorio de Cromatografia Liquida da EMBRAPA Agroindustria de

Alimentos, via terrestre, em embalagem isotérmica contendo gelo.
4.1 ANALISES BACTERIOLOGICAS

As andlises bacteriolégicas para controle de qualidade da matéria prima foram
baseadas na resolugdo RDC n° 12 (BRASIL, 2001), sendo realizadas de acordo com
a Instrucdo Normativa n® 62 de 26 de agosto de 2003 (BRASIL, 2003).

Segundo a RDC n° 12 (BRASIL, 2001), para produtos de pesca como
semiconservas de anchovados, sdo previstas as seguintes analises bacterioldgicas:
enumeracgédo de coliformes (MERCK, 2000 modificado por FRANCO e MANTILA,
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2002), contagem e identificacdo de Staphylococcus coagulase positiva (BRASIL,
2003) e isolamento e identificacdo de Salmonella sp. (PIGNATO et al, 1995).

Além das analises bacteriolégicas citadas pela legislacdo (Brasil, 2001), forma
realizadas a enumeracdo de Enterococcus spp., verificagdo da presenca de
Tetragenococcus spp., a contagem de bactérias halofilicas, a presenca de

Clostridium spp. e a contagem de enterobactérias como descrito a seguir.
4.1.1 Enumeracédo de Enterococcus spp.

A metodologia utilizada para esta andlise bacteriolégica (MERCK, 2002
modificado por FRANCO e LEITE, 2005) teve por objetivo a Enumeragdo de
Enterococcus sp. e reducédo do consumo do meio de cultura utilizado, o Chromocult
® Enterococci Broth (Cat n° 110294) (MERCK, 2002), através da técnica de
miniaturizacao.

De cada amostra coletada, foram obtidas subamostras de 25 g em triplicata,
pesadas assepticamente, acondicionadas em envelope de “stomacher’ e
homogeneizada com solucéo salina peptonada a 0,1 % (SSP 0,1%), em “stomacher”
(Seward ®) por dois minutos em velocidade normal.

A partir da diluicdo de 225 mL de SSP 0,1% e 25 g da amostra (diluicdo 10™)
preparou-se a diluicdo de 107 retirando-se uma aliquota de 100 pL da primeira
diluicdo previamente homogeneizada e colocando-a em microtubos tipo “eppendorf’
esterilizado contendo 900 pL de SSP 0,1 %. Apds homogeneizacdo da segunda
diluicdo, uma aliquota de 100 pL desta foi retirada e colocada em um terceiro
“‘eppendorf” esterilizado contendo 900uL de SSP 0,1%. Assim prepararam-se trés
diluicdes de cada amostra (10, 102 e 10°®).

Destas diluicdes, retiraram-se trés aliquotas de 100 uL e, cada uma delas, foi
distribuida em microtubo tipo “eppendorf” contendo 1 mL de Chromocult®

11

previamente preparado, esterilizado e distribuido em “eppendorfs” esterilizados de
1,5 mL. Assim sendo, de cada amostra obtiveram-se trés diluicdes em SSP 0,1%, e,
de cada dilui¢do, trés repeticdes na semeadura do Chromocult®, encubando-as por
24 a 48 horas a 45 +/- 0,5 °C (Figura 5).

O Chromocult® & um caldo de enriquecimento seletivo que se torna azul
esverdeado quando houver crescimento positivo. A turbidez do meio pode ser fraca

(MERCK, 2000).
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Figura 5 — Tubos do tipo
“‘eppendorf” contendo o meio de
Chromocult® com com viragem da
cor do meio indicando crescimento
positivo para Enterococcus spp.

4.1.2 Presenca de Tetragenococcus spp.

A determinacdo da presenca do género Tetragenococcus foi feita através da
metodologia utilizada por Kobayashi et al (2004). No entanto, como a metodologia
utiliza o meio de MRS contendo 7% de NaCl e o produto estudado contém maiores
concentracbes de sal, também foi realizado o estudo da presenca do
Tetragenococcus spp. em meio de MRS adicionado de 15 % de NacCl, a fim de
reproduzir as condi¢gdes encontradas pelo microrganismo no alimento estudado.

As diluicdes de 107, 102 e 10 de cada amostra de 25 g foram feitas em agua
peptonada contendo 7% ou e 15% de NaCl e semeadas pela técnica de “pour plate”
nos meio de MRS 7% NaCl e MRS 15% NacCl, respectivamente. As placas foram
arrumadas em bandejas forradas com algoddo umido e encubadas a 35°C - 37°C

por 7 dias (Figura 6).

Figura 6 — Placas contendo o meio de
MRS, semeadas e incubadas em estufa
a 35 °C por 7 dias.
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4.1.3 Contagem de bactérias halofilicas.

As diluices de 10™, 10?2 e 107 de cada amostra de 25 g foram feitas em agua
peptonada contendo 3% de NaCl e semeadas pela técnica de “pour plate” nos meio
de TSA 3% NaCl. As placas foram arrumadas em bandejas forradas com algodao

Uumido e encubadas a 35°C - 37°C por 7 dias (Figura 7).

Figura 7 - Placas contendo o meio de
TSA 3% NacCl, semeadas e incubadas
em estufa a 35 °C por 7 dias

4.1.4 Presencga de Clostridium spp.

As diluices de 10, 102 e 10 de cada amostra de 25 g foram feitas
em SSP 0,1% e semeadas pela técnica de “pour plate” nos meio de SPS. As placas
foram arrumadas em “Jarra Gaspak” de 2,4L de capacidade e encubadas a 35°C -
37°C por 7 dias (Figura 8).

Para que dentro da jarra fosse feito um ambiente de anaerobiose foi utilizada
a técnica de “passivacdo do cobre” através da qual se coloca, sobre as placas
arrumadas dentro da jarra, uma placa de petri contendo 5g de palha de aco
embebido em 75 mL de solucéo de sulfato de cobre acidulado 5%. A palha de aco
deve permanecer na solucdo até a solucdo azulada ficar incolor e a palha de aco
avermelhada.

Dentro da jarra, ainda sobre a “passivagdo do cobre”, deve ser colocado um
pequeno Becker contendo 20mL de agua na qual sera adicionado, no momento de
lacrar a jarra, 8g de bicarbonato e acido citrico (Sonrisal®). No momento da
efervecéncia, ha formacao de CO,. Paralelamente, o cobre presente na palha de aco
catalisa a reacdo de oxidacdo do ferro, consumindo o oxigénio do ambiente e
formando 6xido ferroso (JURGENSEN, JUEGENSEN, 1982).
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Figura 8 - Jarra Gaspak
contendo as placas semeadas, e
material  utilizado para a
passivacéao do cobre.

4.1.5 Contagem de Enterobactérias.

Para efetuar a deteccdo e enumeracdo de Enterobacteriaceae foi utilizado o
meio de VRBG (Violet Red Bile Glucose Agar). Este meio contém peptona como
fonte de carbono além de nitrogénio, vitaminas e minerais. O Extrato de levedura
complementa a concentracdo de vitamina B a qual estimula o crescimento
bacteriano. Os sais de bile e o cristal violeta inibem o crescimento das bactérias
Gram positivas (DIFCO, 2009).

A partir das diluicdes 10, 102 e 10° em SSP 1% foram semeadas as placas
contendo o meio de VRBG pela técnica de “pour plate” sendo estas incubadas a 35
°C por 24 horas. (Brasil, 2003)

4.2 ANALISES FiSICO-QUIMICAS

As amostras coletadas, ao chegarem ao Laboratério de controle fisico-
quimico, foram pesadas em balanca analitica de acordo com cada protocolo de
analise, identificadas e congeladas. As amostras para analise de Bases Volateis
Totais (BVT) e analise de pH nao foram congeladas, sendo estas analises realizadas

no dia da chegada da amostra.
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Além das analises de BVT e Ph (BRASIL, 1981), também foram realizadas
andlise de aminas biogénicas pelos métodos de Cromatografia em Camada Delgada
(CCD) (SCHUTZ, CHANG e BJELDANES, 1976), Espectrofluorimetria (AOAC, 2002)
e Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) (POMBO et al., 2010); avaliacao
do percentual de cloretos (BRASIL, 1981).

4.2.1 Avaliagéo de formagé&o de aminas biogénicas

Para avaliacdo da producado de histamina, putrescina e cadaverina, utilizou-se
o método de Cromatografia em Camada Delgada (CCD) segundo a metodologia
proposta por Schutz, Chang e Bjeldanes (1976) e CLAE (POMBO et al., 2010).
Contudo, também foi realizada a quantificagdo de histamina pelo método quantitativo

fluorimétrico segundo a metodologia preconizada pela AOAC (2002).
4.2.1.1 Método de Cromatografia em Camada Delgada

Pelo emprego desta metodologia, utilizou-se uma aliquota de 1g da porcao
muscular transferindo-a para tubo de ensaio e adicionando-se 2mL de metanol e
homogeneizadas em vortex (Certomat ® MV). O conjunto foi aquecido em banho-
maria até fervura. Neste momento, transferiu-se o tubo de ensaio para centrifuga
(Hermle ® Z 360 K) para obtencdo de sobrenadante apés dois minutos a 3000 rpm.

De cada amostra centrifugada retirou-se 10 yL do sobrenadante, com o
auxilio de pipetador automatico, aplicando-as na placa de silica. Foram aplicados,
também, os padrbes de histamina com 2 uL, 5 yL e 10 pL. As placas com os
padrées e as amostras foram colocadas em cuba cromatogréafica, contendo o
eluente (20 mL de Acetona P.A. e 1 mL de Hidroxido de Aménio P.A.— 20:1 v/v).

A solucéo eluente se desloca por capilaridade sobre a placa de silica até 2 cm
da borda superior carreando as aminas biogénicas (histamina, putrescina e
cadaverina) que, quando presentes, se ligam a silica em diferentes deslocamentos.
Ao ser retirada da cuba, a placa foi secada com ar fluente quente por um periodo de
20 minutos e em estufa a 36 °C, para a eliminacao dos vapores de amonia.

Para a visualizacdo das aminas, a placa foi revelada aspergindo-se
uniformemente sobre a mesma, solucdo de ninhidrina a 0,3 % em metanol. A placa

foi secada novamente com ar fluente quente, para visualizagdo da coloracéo
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avermelhada que aparece em funcdo da complexacéo da ninhidrina com o radical
NH3 das aminas biogénicas.

A quantificacdo da histamina foi feita pela comparacdo visual entre as
manchas formadas pelos padrées e pelas amostras, de mesmo deslocamento, além

da intensidade da cor (Figura 9).

Figura 9 — A esquerda,observa-se a placa de silica aplicada com as
amostras e padrdes no momento da corrida cromatografica. A diretira,
observa-se a placa revelada pela solucao de ninhidrina 3%.

4.2.1.2 Método Fluorimétrico

O método fluorimétrico baseia-se na rea¢ao da histamina com o Ortoftaldeido
(OPT), formando um composto fluorescente (AOAC, 2002).

Empregando esta metodologia, utilizou-se 10 g da amostra homogeneizando-
a com 100 mL de metanol em liquidificador (Oster ®). Com o auxilio de um funil de
polipropileno, o homogeneizado foi transferido para um erlenmeyer de 125mL e
tampado com um pequeno quadrado de folha de aluminio. O conjunto foi submetido
a banho-maria por 15 minutos a 60°C, seguido de filtracdo em papel Whatman ® n°1
para baldo de 100 mL. Assim, foi obtido um extrato que p6éde ser conservado sob
refrigeracao até realizacdo do procedimento analitico.

A purificagéo do extrato foi feita através da filtragdo de 1 mL da solugédo em
coluna de troca ibnica e eluido com 35 mL de agua destilada. O filtrado foi
transferido para um baldo de 50 mL contendo 5 mL de HCI 1N. O volume do baléao
foi completado com agua destilada e o filtrado homogeneizado e, em seguida,
refrigerado.

Do filtrado refrigerado, retirou-se uma aliquota de 5 mL e transferiu-se para
um erlenmeyer. Em seguida, se adicionou 10 mL de HCI 0,1N, com a finalidade de

homogeneizar a solugdo. Nas etapas seguintes, foram adicionados 3 mL de
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hidréxido de Sédio (NaCl) 1N, 1 mL da solucédo 0,1 % de OPT e 3 mL de Acido
Fosférico (H3PO,) 1,78M. Entre uma etapa e outra, sempre se procedeu a
homogeneizacdo das solucdes, sendo que apds a adicdo da solucdo de OPT, a
solucédo foi agitada de forma constante por 4 minutos.

Também foi elaborada uma solugcdo “branco® da mesma forma como citado
anteriormente, diferindo somente na nao adicéo do filtrado resfriado. Utilizamos esta
solucéo para zerar o fluorimetro.

Transferida a solucdo obtida apds a adicdo do acido fosférico para uma
cubeta, foi realizada a leitura no fluorimetro (Sequoia—Turner ® Modelo 450) e os

valores obtidos foram anotados.

Calculo da quantidade de histamina

Histamina mg/Kg = (Is — b) x 1000
Pxa

Is = leitura da fluorescéncia no aparelho

b = coeficiente linear da reta obtida a partir da “Curva Padrao”
P = massa da amostra em g

a = coeficiente linear da reta obtida a partir da “Curva Padrao”
1000 = fator de diluicédo

4.2.1.3 Método da Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

Para avaliar a presenca de histamina, putrescina e cadaverina nas amostras
de sardinha anchovada em processamento e do produto pronto foi utilizado o
meétodo desenvolvido por Pombo et al. (2010).

A extracdo foi realizada de acordo com o método da AOAC (2002) que
consiste em homogeneizar 10g de amostra com 100 mL de metanol (Tedia®, grau
HPLC) e submeter o extrato a banho-maria a 60°C, por 15 minutos. Em seguida o
extrato foi filtrado (Whatman® n° 1) e transferido para baldo de 100 mL, corrigindo o
volume com metanol quando necesséario. Uma segunda filtracdo foi procedida em
filtro Millex® 0,22uM. Uma aliquota de 10uL foi coletada e colocada em “vial” para
secagem em dessecador a vacuo por 1h. As pedras de silica presentes no
dessecador foram previamente aquecidas em estufa 105°C por 1h para favorecer a

volatilizacdo e secagem da aliquota no dessecador (Figura 10).
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Figura 10 — Esquema pratico para visualizacdo da etapa de extracao
de aminas biogénicas de amostras de sardinha anchovas.

O extrato seco foi ressuspendido por 20pL de solucdo de Acido Cloridrico
(HCI) 20mM seguido da adi¢céo de 60 pL de tampé&o borato (pH 8,5). O AQC (20uL)
foi colocado no “vial” sendo homogeneizado em vortex por 15 segundos. A
homogeneizacdo deve ser iniciada o mais rapido possivel para que a reacdo do
AQC com as aminas biogénicas ocorra efetivamente. A solucdo derivatizada foi

transferida para um segundo “vial” com redutor de volume e colocada no

cromatografo para andlise (Figura 11).
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Figura 11 — Esquema pratico para visualizacdo da etapa de
derivatizacdo de aminas biogénicas de amostras de sardinha
anchovas.

Para a analise das aliquotas derivatizadas utilizou-se o cromatografo Waters®

modelo Alliance® 2695 (Figura 12), com injetor automatico, com filtro pré-coluna 0,5
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pm Krud Katchen Ultra-In-Line®, coluna Phenomenex® 50 X 2,10 mm modelo
Kinetex C18, 2,6um, 100A, em forno a 40°C e detector de fluorescéncia Waters®
modelo 2475. O comprimento de onda de excitacéo foi de 254 nm e da emissao de
395 nm.

Figura 12 - Equipamento utlizado para as
analises de aminas biogénicas em sardinhas
anchovadas - cromatografo Waters® modelo
Alliance® 2695.

O equipamento permaneceu conectado a um computador e foi controlado
pelo software Empower® da Waters®.

A 4gua ultra pura utilizada nos experimentos foi recém coletada do
equipamento Milli-Q®, apresentando resistividade minima de 18MQ/cm e carbono
organico total (TOC) maximo de 7 ppb.

A fase mével foi composta por duas solugdes: (A) Acetonitrila - Tedia® e (B)
Tampdo Acetato - Waters®, pH 5,5. O preparo da solugdo A foi feito através da
diluicdo de 50 mL do AccQ.Tag Eluente - Waters® concentrado para andlise de
aminoacidos em 500 mL de &gua Milli-Q®. Os componentes para a preparacao da
solugao derivatizante fazem parte do kit para aminoacidos da Waters® AccQ+Tag® e

forma preparados de acordo com o estabelecido pelo fabricante.
4.2.2 Analise da producéao de Bases Volateis Totais

Para a analise de Bases Volateis Totais, utilizou-se o método de Microdifusao
em Placas de Conway ®, descrito no Manual do LANARA (BRASIL, 1981). Foram

homogeneizados 10 g da amostra com 10 mL de solucdo de Acido Tricloroacético
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(TCA) 10% seguido de filtragdo a vacuo em funil de “Buchner” com papel Whatman
® acoplado & um Kitasato, sendo assim obtido o extrato.

Na placa de microdifusdo de Conway uma aliquota de 2 mL do extrato foi
colocada no compartimento externo e no compartimento interno, 2 mL da solucéo de
acido bdrico de Conway. Nas bordas da placa foi colocada vaselina solida e sobre
esta uma placa de vidro deixando uma pequena area aberta para a adicao de 2 mL
de solucdo saturada de carbonato de potassio (K,CO3) ao compartimento externo,
junto com o extrato. Rapidamente, a placa foi tampada, girando-se suavemente o
conjunto, com a finalidade de homogeneizar o contedudo externo. As placas
permaneceram por 2 horas em estufa a 36 °C, seguido de titulagdo de neutralizacéo
através da solucéo de &cido cloridrico 0,1 N.

De cada coleta foram feitas duas extracdes de amostras diferentes e cada

extracao foi feita uma duplicata da captacao e titulacado das bases.
4.2.3 Percentual de cloretos

A quantificacdo do teor de cloretos foi realizada pelo método de Mohr,
seguindo os procedimentos descritos no Manual do LANARA (BRASIL, 1981).

Foram utilizados de 2 a 5 g da amostra anotando o valor numérico desta
pesagem, para ser empregado posteriormente na formula matematica de calculo do
percentual de cloreto. Esta massa foi colocada em cadinho de porcelana para
carbonizacdo em bico de Bunsen (Figura 13), e posteriormente em forno mufla a

550°C para incineracao.

Figura 13 — Carbonizagdo de
amostra em cadinho de
porcelana.
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Trés gotas de solucdo de Acido Nitrico P.A. e agua destilada quente (1:9)
foram adicionados ao conteudo do cadinho duas para facilitar a dissolucao das cinza
e mais 10 mL de agua destilada quente. Filtrou-se o conteudo em papel Whatman ®
para erlenmeyer de 250 mL seguido da afericdo do pH do filtrado, corrigindo-o para
8,0 com solucao de hidréxido de sédio 0,1N.

Adicionou-se a solucgéo filtrada 1 mL da solu¢cdo de Cromato de Potéssio
(K2CrO4) a 5% e titulou-se com solucdo de Nitrato de Prata (AgNO3) 0,1N até o
aparecimento da coloracdo vermelho tijolo.

O calculo do percentual de cloretos foi feito com a utilizacéo das variaveis V
(volume de AgNO3 0,1N gasto na titulacao) e P (peso inicial da amostra) na férmula
gue também utiliza o fator de correcéo (f) e a normalidade (N) da solucdo de AgNO3

0,1N, descrito a seguir:

% Cloretos = V xf x N x 0,0585 x 100
P

4.2.4 Avaliagéo do pH.

A determinacao do potencial hidrogeniénico foi realizada segundo a
metodologia oficial descrita no Manual do LANARA (BRASIL, 1981).

4.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Para a realizacdo das analises bacteriologica e fisico-quimicas foram

coletadas amostras de, no minimo, 500g de acordo com Brasil (2003).
4.3.1 Tratamento estatistico dos resultados

Os dados coletados do monitoramento do lote de fabricacdo de sardinha
anchovada resultante das analises bacteriologicas e fisico-quimicas, em triplicata,
foram transformadas em médias para a realizacdo de analises de regresséo

utilizando o programa estatistico. Graph Pad Prism® (RADUSHEYV, 2007).
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Abstract
The brining process of sardines (Sardinella brasiliensis) consists in the maturation by
the action of tissular and bacterial enzymes in saturated brine. As a function of the
prolonged period of maturation and the high concentration of free histidine in sardine
muscle tissues, the process enables the production of biogenic amines, in particular,
the histamine, resultant from the action of bacterial decarboxylation. The
concentration of enzymes is influenced by the partial or total presence or absence of
viscera. The objective of this study was to evaluate the production of histamine in

products originated from three different brining processes, at the beginning and end
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of the commercial validity period of them. The quantification of histamine was
performed by the Spectrofluorimetry (AOAC, 2002) and High Performance Liquid
Chromatography (HPLC) methods (Pombo, 2010). In addition, bacteriological tests
for the assessment of the presence of coliforms, Enterococcus spp. and the isolation
and identification of Salmonella spp. were also performed. The process A presented
the lowest levels of histamine (21.78 + 3.65 mg.Kg™). When comparing the results for
the production of histamine among the quantitative methods at the end of the
expiration date, it was noted that the average levels in mg.Kg™ in the analysis of the
products by HPLC in process A (45.08 + 15.39), B (255.94 £ 6.79) and C (203.17 +
9.83) did not differ statistically (p > 0.05) from the results obtained by
spectrofluorimetry (41.38 + 24.65; 252.36 + 14.71 and 201.41 + 12.28, respectively).
Klebsiella spp., Escherichia spp., Proteus spp. were identified. However, Salmonella
spp. was not isolated. The characteristic growth of Enterococcus spp. was nhot
observed however Gram positive tetrad cocci were observed. There was no coliform
counting. In conclusion, the production of histamine continues during the commercial
validity period. The process with the pre-brine phase (A) is the most suitable for
preventing the formation of histamine. The results for the quantification of histamine
by the High Performance Liquid Chromatography (HPLC) and the spectrofluorimetry
methods did not differ statistically.

Key Words: Sardinella brasiliensis; Brined Sardine; Histamine; HPLC;
Spectrofluorimetry.

1 Introduction

Sardines (Sardinella brasiliensis) maturation in saturated brine consists in a
slow preservation process, where tissue autolytic enzymes and microbiological
enzymes act over several subcomponents which produce substances that prevent
decomposition. Those enzymes act over the hydrocarbons and proteins, giving foods
special texture and flavors. Chemical compounds, like biogenic amines, are formed
providing the sensory characteristics of the product.

Biogenic amines are nitrogen organic bases with low molecular weight present
in animals, plants and microorganisms. It is formed in food by bacterial enzymes that
promote decarboxylation of amino acids.

A range of biogenic amines can be found in cheeses, meats, wines,
fermented and maturated products (Rossano et al., 2006) and fish, especially in

pelagic fish (Contreras-Guzméan, 1994). Brined and maturated sardines (S.
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brasiliensis) may contain high concentrations of histamine besides the presence of
other biogenic amines, like putrescine and cadaverine (Pombo et al., 2006; Pombo et
al., 2009).

The analysis of histamine formation is important in the fish industry because of
its thermo stability. Additionally, the presence of putrescine and cadaverine may
potentiate the toxicity of histamine. The presence of histamine in food is a great
concern due to the toxicological implications to the human health when ingested in
amounts that may cause adverse reactions. These quantities are related to the
sensitivity of each individual and the presence of other biogenic amines (Lehane &
Olley, 2000).

The histidine decarboxylation enzyme can be present in genera Escherichia,
Salmonella, Clostridium, Bacillus and Lactobacillus (Halasz et al., 1994). The main
bacteria responsible for histamine formation belong to the family Enterobacteriaceae
(Halasz et al., 1994; Lehane & Olley, 2000). However, other bacteria also produce
decarboxylation enzymes such as the lactic acid bacteria (Suzzi & Gardini, 2003)
where Enterococcus spp. (Gardini et al., 2001; Giraffa, 2002) and Tetragenococcus
muriaticus (Satomi et al., 1997; Kuda et al., 2007) are included.

The aim of this study was to quantify and compare the presence of histamine
in sardines maturated in saturated brined product ready for consumption at the
beginning and end of the commercial validity period of the product to verify the
continuous formation of histamine. Additionally, the study sought to compare the
results from histamine quantification between the Spectrofluorimetry and HPLC
techniques.

2 Material and Methods

The quantification of histamine was made in products ready for consumption
originated from three different experimental technological processes: the usual
processing method to maturated sardines in saturated brine and two other
technological alternatives of production. The experimental technological processes
were made in a local factory in Ubatuba city, S&o Paulo. Those methods were: the
usual industrial processing (‘A’), a technological processing method with maturation
of the whole fish (‘B’) and a technological processing method with maturation of the
eviscerated fish (‘C’).

2.1 Usual industrial processing (‘A’)
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After selecting and washing the sardines in hyper chlorinated water (5 ppm)
the whole sardines are placed on layers (alternating with coarse salt and ice) in 250
kg fish capacity rigid plastic containers, initiating the pre-salting phase for 7 to 10
days. Then, sardines are decapitated, gutted and placed in a similar clean container
for the maturation phase (90 days) and kept at 19°C (controlled room temperature).
The salt concentration of the brine is maintained at 24 °Bé. After the maturation
period the sardines are removed from the brine, their skin is manually extracted and
the excess of the brine is withdrawn. Next, the sardines are hand-filleted, packed,
weighed, covered with edible oil and vacuum closed. There is no thermal treatment
by heat during the technological process classifying this product as a semi-preserve.
2.2 Entire fish fermentation method (‘B’)

The difference between technological processing method B and the usual
industrial method A is that in B process the pre-salting phase is skipped and the
maturation phase is carried out with the whole sardine.

2.3 Gutted fish fermentation method (‘C’)

Technological processing method C differs from the usual industrial method A
in the pre-salting phase, and from processing method B in the evisceration. In C, the
sardines are maturated wholly gutted and decapitated without pre-salting phase.

2.4 Sample collection

Three blocks of stocks were collected from each of those experimental
technological processes for bacteriological and physics-chemical analyses at the
beginning and end of the commercial validity period of the products. One block
contains 24 jars in a total of 72 jars per block of stock. From these 72 jars, 36 were
used to make the analysis at the beginning of the commercial validity and the other
36 at the end of this period.

2.5 Methods of analysis

The bacteriological analyses were based on the resolution RDC N° 12 (Brazil,
2001) and on the Normative Instruction N° 62 (Brazil, 2003). Coliforms enumeration
(Merck, 2002 modified by Franco & Mantilla, 2004), isolation and identification of
Salmonella spp. (Pignato et al., 1995) and Enterococcus spp. colony enumeration
(Merck, 2002 modified by Franco & Leite, 2005) were performed.

At the beginning of the commercial validity the bacteriological analyses cited
and the guantification of histamine by the Spectrofluorimetric method (AOAC, 2002)

was conducted.
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At the end of the commercial validity analyses of the histamine content were
conducted by the Spectrofluorimetric (AOAC, 2002) and HPLC (Pombo et al., 2010)
methods. The samples were stocked under the same marketing conditions.

The spectrofluorimetric method is based on the reaction from the histamine
extracted from the sample with methanol, purified by an ion exchange resin (Dowex®
1X8-100-CI") and subsequent reaction with ortho-phthalaldehyde (OPT) forming a
fluorescent compound. The reading was performed in a fluorometer (Sequoia-
Turner® Model 450).

The analyses by HPLC used a Waters® Alliance® 2695 chromatographer and
a Kinetex C18, 2,6 pym, 50 X 2,10 mm Phenomenex® column. Mobile phase
acetonitrile: acetate buffer (pH 5.5), from 4 to 50%. Flow of 0,51 mL/min and
fluorescence detector (excitation at 254 nm, emission at 395 nm). The aliquots taken
according to the spectrofluorimetric method were filtered in a 0,22 uM Millex® filter
and derivatized with AccQ+Tag®.

The ANOVA analysis of variance and the Tukey test for the comparison of the
averages with 5% of significance were used to analyze the results.

3 Results and discussion

The quantification of histamine results by the spectrofluorimetry method at the
beginning and end of the commercial validity period (processes A, B and C) are
expressed in mg.Kg™* and presented in Table 1.

At the beginning of the commercial validity period of the product, a significant
statistical difference was observed (p < 0.05) between the average levels of
histamine generated by technological processes A, B and C (21.78 + 3.65 mg.Kg™;
45.03 + 21.50 mg.Kg™*; 31.83 + 7.37 mg.Kg™). At the end of commercial validity
period, histamine levels generated by technological processes A (41.33 = 24.65
mg.Kg™?), B (252.36 + 14.71 mg.Kg™) and C (201.41 + 12.28 mg.Kg™) also presented
statistical difference (p < 0.05).

The results demonstrate that there was an increase in the average levels of
histamine in all technological processes. This fact can be explained by the lack of a
heat treatment during the processes used, allowing the decarboxylation enzymes to
continue acting on the histidine substrate.

Analyzing the results collected from process A (Table 1), it is possible to
establish that the pre-brine phase appears to exert a positive effect on the control of

histamine production, since this process presented the smallest difference between
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the initial and final levels of histamine in the commercial validity period of the
product. The action of the decarboxylation enzymes in the pre-brine phase seems to
be more intense however at the same time it is believed that other enzymes are
produced and are involved in the control of histamine formation through its own
degradation, which is also suggested by Mah & Hwang (2009).

At the end of the commercial validity period of products, histamine levels were
quantified by HPLC (Pombo et al., 2010) and spectrofluorimetry (AOAC, 2002).
Results are shown in Table 2.

Samples from A, B and C processes analyzed by HPLC at the end of the
commercial validity period presented the following average levels of histamine,
respectively: 45.08 + 15.39 mg.Kg?, 255.94 + 6.79 mg.Kg”* and 203.17 + 9.83
mg.Kg™. The results obtained by Spectrofluorimetric method were 41.33 + 24.65
mg.Kg? (A), 252.36 + 14.71 mg.Kg™ (B) and 201.41 + 12.28 mg.Kg™ (C). No
statistical difference was observed (p > 0.05) between the quantification by the two
methods regardless of the technological process used (Table 2).

The stability of the reagents used for derivatization in the Spectrofluorimetry
(Ortho - phthalaldehyde - OPT) and in the HPLC (6 — aminoquinolii — N —
hydroxysuccinimidyl - carbamate - AQC) can represent one factor of interference in
the quantification because AQC promotes more stable chemical bonds when
compared to OPT. The chemical bond between amine and AQC is stable at room
temperature for one week (Millipore Corporation, 1993). In AOAC (2002) method, it is
recommended that the reading of the reacted sample with OPT has to be performed
within the first 30 minutes. The instability of the chemical bond between histamine
and OPT has also been reported by Onal (2007) in a review of analytical methods for
the determination of biogenic amines in food.

Growth of Klebsiella spp., Escherichia spp. and Proteus spp. were observed in
samples from the A and B processes incubated in the Rambach® media. This media
was used for the isolation and identification of Salmonella spp., but no Salmonella
spp. was isolated.

The Gram-negative selective pre-enrichment methodology described by
Pignato et al. (1995) may be related to the growth of Klebsiella spp., Escherichia spp.
and Proteus spp. observed. This fact may also explain the presence of colonies
indicative of Escherichia spp. even in the absence of positivity in the coliforms count

by the elected method. Klebsiella spp. has been previously reported in fish by
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Auerswald et al. (2006), Halasz et al. (1994) and Yoshinaga & Frank (1982) as being
involved in the formation of histamine. Erkan & Ozden (2008) evaluated the presence
of enterobacteria in eviscerated and whole sardines and demonstrated that there was
a greater count of these bacteria in whole sardines, supporting the isolation of
Klebsiella spp., Escherichia spp. and Proteus spp. in the A and B but not in the C
process utilized in this study.

No Enterococcus spp. characteristic growth was observed in the used media
(Chromocult ®) however the turbidity in the media indicated bacterial growth. Thus,
by using the technique of Gram staining of smears on microscope slides, Gram
positive tetrad cocci very similar to the ones reported by Satomi et al. (1997) were
observed. This author identifies a Lactic Acid Bacterium (LAB), moderately halophilic,
belonging to the Tetragenococcus genus and involved in the formation of histamine
(Satomi et al., 1997; Konagaya et al., 2002).

In a study carried out by Auerswald et al. (2006), the results of histamine
quantification in industrialized fish meal was 76 mg.Kg™. In these same samples
there was no isolation of bacteria. Therefore, the absence of bacterial growth in some
samples from this study does not indicate absence of decarboxylation enzymes
because the microorganism may have temporarily lived in the food, produced the
enzyme, released it in the environment but did not endure the conditions of high
salinity. Since the brined sardine is a semi-preserved product, the enzyme is not
denatured, because there is no heat treatment during the technological process and
it may remain active after the product is ready.

5 Conclusions

It is concluded that the production of histamine continues during the
commercial validity period of the product in all technological processes studied.

The process that includes a pre-brine phase (A) is the most suitable for
preventing the formation of histamine besides developing more stable products with
less histamine formation along the commercial validity period.

More studies are needed focusing on the biochemical reactions during the pre-
brine phase in the technological process A.

The results for the histamine quantification by the High Performance Liquid
Chromatography (HPLC) and spectrofluorimetry methods did not differ statistically.
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Table 1 — Average Levels of histamine (mg.Kg™) by Spectrofluorimetry of different
technological processes (A, B and C) at the beginning and end of the commercial

validity period (one year) of brined sardines.

_ _ Histamine content (Spectrofluorimetry)
Technological Processing

Beginning of the o _
L _ End of the validity period
validity period

A Pre-brine + Maturation 21.78 +3.652 41.33 + 24.65"%
B Maturation with viscera 45.03+21.50° 252.36 + 14.71"
C Maturity without viscera 31.83+7.37° 201.41 +12:28°

Averages followed by different letters (rows and columns) are different according to the Tukey Test (p <
0.05). DMS (start A X end A) = 11.75; DMS (start B X end B) = 12.28; DMS (start C X end C) = 6.75; DMS (stat AXBxC) =
6.80; DMS (end AxBxC) = 8.39
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Table 2 — Comparison between the average histamine content (mg.Kg™?) by
Spectrofluorimetry and HPLC in the different technological processes (A, B and C) at

the end of the commercial validity period (one year) of brined sardines.

. . Histamine content (at the expiration date
Technological Processing ( P )

Spectrofluorimetry HPLC
A Pre-brine + Maturation 41.33 +£24.652 45.08 + 15.39°
B Maturation with viscera 252.36 + 14.71° 255.94 £ 6.79 °
C Maturity without viscera 201.41 +12.28° 203.17 £9.83

Averages followed by different letters (rows and columns) are different according to the Tukey Test (p <
005) DMS (Spectrofluorimetry A x B x C) = 839: DMS (HPLCAXxB xC) =5.76.

5.2. ARTIGO 2: CLOSTRIDIOS SULFITO REDUTORES EM SARDINHA (Sardinella
brasiliensis) ANCHOVADA

O referido artigo foi encaminhado para submissdo a Revista do Instituto
Adolfo Lutz e esta em fase de avaliacdo pelo corpo editorial conforme indicado no

Apéndice 2.

CLOSTRIDIOS SULFITO REDUTORES EM SARDINHA (Sardinella brasiliensis)
ANCHOVADA
SULPHITE REDUCERS CLOSTRIDIOS IN BRINED SARDINES (Sardinella
brasiliensis)
Cecilia Riscado POMBO *"; Robson Maia FRANCO ?; Eliane Teixeira MARSICO
2 Rafael Sharmann MONTEIRO 3; Ana Maria Paschoal DA CRUZ *
! Programa de P6s Graduac&o em Higiene Veterinaria e Processamento Tecnolégico
de Produtos de Origem Animal, Universidade Federal Fluminense. Rua Vital Brazil
Filho, 64. Vital Brazil, Niter6i — RJ. CEP 24230-340. ‘cissapombo@yahoo.com.br
2 Departamento de Tecnologia de Alimentos, Faculdade de Veterinaria, Universidade

Federal Fluminense.
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RESUMO

A sardinha anchovada consiste em um produto submetido a cura prolongada em
salmoura saturada. O trato intestinal do pescado pode conter o género Clostridium
como microbiota normal do pescado sendo o Clostridium botulinum e Clostridium
perfringens espécies patogénicas anaerébias formadoras de esporos pertencentes
deste género. Objetivou-se avaliar a penetracdo de cloreto de sdédio (método de
Morh) no pescado na fase de pré-salga verificando a influéncia deste evento na
presenca de Clostridios Sulfito Redutores. Avaliou-se bacteriolégica e fisico-
guimicamente a matéria prima e constatou-se estar em boa qualidade. Nao houve
isolamento de coldnias suspeitas de Clostridios sulfito redutor em nenhuma das
etapas de producdo e durante o periodo de validade comercial. O percentual de
cloreto, ao fim da etapa de pré-salga, foi superior a 13% e durante a maturacao
variou entre 15,55 % e 17,52 %. No produto pronto, a concentracdo de sal variou
entre 12,68 % e 14,10 %. Conclui-se que a fase de pré-salga em sardinhas inteiras
nao evisceradas ndo foi determinante para o crescimento e desenvolvimento de
Clostridio sulfito redutor e o elevado percentual de cloreto de sédio junto com o
controle da temperatura no ambiente de processamento foram fatores importantes
para o controle deste grupo bacteriano.

PALAVRAS CHAVE: Clostridios Sulfito Redutores; Clostridium botulinum;

Clostridium perfringens; Sardinha maturada; Sardinella brasiliensis.

ABSTRACT

Sardines can be maturated in saturated brine after pre-salting them whole and
ungutted. The intestinal tract may contain the genus Clostridium as normal
microbiota of fish. Belonging to this genus, Clostridium botulinum and Clostridium
perfringens are anaerobic pathogenic spore-forming species. The aim of the study
was to evaluate the penetration of sodium chloride (Mérh's method) in fish during
pre-salting phase to check the influence of this event in the presence of sulphite
reducers Clostridium. The raw material was evaluated by bacteriological and physic-
chemical analysis and found to be in good quality. There was no isolation of colonies
suspected of sulphite reducing Clostridium in any of the stages of production and
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during the period of trade. The percentage of chloride at the end of the pre-salting
phase was over 13% and during maturation varied between 15.55% and 17.52%. In
the finished product, the salt concentration ranged between 12.68% and 14.10%. It
was concluded that the pre-salting whole and ungutted sardines was not crucial for
growth and development of Clostridium. In addition, the high percentage of sodium
chloride together with the temperature control in the processing environment were
important factors for the control this bacterial group.

KEYWORDS: sulphite reducers Clostridium; Clostridium botulinum; Clostridium

perfringens; maturated sardines; Sardinella brasiliensis.

INTRODUCAO

A sardinha anchovada consiste em um produto submetido a cura prolongada
em salmoura saturada, no qual as enzimas tissulares e microbianas compartilham
acOes sobre os componentes da matriz alimentar. Algumas enzimas sédo capazes de
produzir substancias bloqueadoras de decomposicédo e atuam sobre os hidratos de
carbono e proteinas, conferindo aos alimentos aspecto e aromas especiais. 2

O principio do processamento tecnoldgico consiste no aumento da pressao
osmatica utilizando o cloreto de sodio, mantendo o processo em anaerobiose, e
inibindo os processos bioquimicos fermentativos. Conseqlientemente, ocorre
diminuicdo da atividade de agua, controlando o crescimento microbiano. *

De forma simplificada, o processo tem inicio pela etapa de selecdo e
lavagem. Em seguida, é realizada a pré-salga das sardinhas inteiras nao
evisceradas por periodo de 7 a 10 dias, com formacdo de salmoura. A temperatura
inicial é de 2°C, com elevacdo durante a etapa de pré-salga ao maximo de 19 °C.
Durante este periodo, ha troca gradual dos agentes conservantes, a medida que a
temperatura da sardinha vai se elevando, o cloreto de sodio vai penetrando e
saturando a musculatura do pescado. Posteriormente, as sardinhas séo evisceradas
e a salmoura formada na fase de pré-salga é filtrada e utilizada na fase de
maturagdo com duragcdo minima de 90 dias. Em seguida, as sardinhas sao filetadas
e embaladas, ndo havendo esterilizagdo comercial, o que justifica este estudo.

A matéria prima deste processamento tecnologico pode ser veiculadora de
uma grande variedade de microrganismos patogénicos, a maior parte dos quais em
funcdo da contaminacdo ambiental. Porém, no trato intestinal pode haver a presenca

do género Clostridium que faz parte da microbiota normal do pescado. 3*°
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Os Clostridios Sulfito Redutores sé&o bacilos Gram positivos formadores de
esporos, uma estrutura de resisténcia na qual o material genético fica protegido
gquando o ambiente é desfavoravel a multiplicacdo bacteriana. Estas formas
resistentes ao calor, radiacdo ionizante, compostos quimicos, desidratacdo e
congelamento podem voltar & forma vegetativa quando encontram o ambiente
favoravel a sobrevivéncia. A multiplicacdo pode levar a deterioracdo do alimento ou
producéo de toxinas. °

O Clostridium botulinum pode ser classificado em funcdo de suas toxinas que
vdo do tipo A ao G . Porém, somente as estirpes produtoras de toxinas nao-
proteoliticas do tipo B, E e F, as quais sdo termolabeis e sensiveis a presenca de
NaCl, tém o ambiente aquatico como habitat natural ®.

As toxinas produzidas pelo C. botulinum do tipo A, B, E e F sdo causadoras
de botulismo humano. A doenca, conseqiente da ingestdo da toxina através do
alimento contaminado, pode provocar nauseas e vOmito podendo evoluir para
sintomas neuroldgicos. Em casos mais graves a intoxicacdo pode ser fatal em 24
Horas ’.

O Clostridium perfringens produz proteinas biologicamente ativas, algumas
com atividade téxica e outras com atividade enzimatica. S8o cinco estirpes para
classificacdo do C. perfringens (A, B, C, D e E), porém, somente os tipos A, Ce D
sdo produtores de enterotoxinas sendo o tipo A 0 mais envolvido em toxinfecces
alimentares °.

Pelo fato de ndo haver esterilizacdo comercial do produto e haver a fase de
pré-salga das sardinhas inteiras nao evisceradas, a possibilidade da presenca do
género Clostridium na trato intestinal das sardinhas gera preocupagao.

Objetivou-se avaliar o comportamento da penetracdo de cloreto de sédio na
por¢cdo muscular do pescado durante a fase de pré-salga verificando a influéncia
deste evento na presenca de Clostridios Sulfito Redutores ao longo das etapas do

processamento tecnolégico e validade comercial do produto pronto.

MATERIAL E METODOS

Na linha de producéo separou-se um lote composto por 250 kg de sardinhas
que foi acompanhado ao longo de todo o processo de anchovagem através de
analises fisico-quimicas e bacterioldgicas. Em seguida, amostras do produto pronto

desse lote foram avaliadas durante a validade comercial.



67

A obtencdo das amostras durante o processamento tecnoldgico foi baseada
nas especificacdes da Resolucdo RDC n°12 °, que considera uma amostra indicativa
aguela que contem 5009 do alimento a ser analisado. As amostras da matéria prima
sardinha (S. brasiliensis), em triplicata, foram coletadas e embaladas em saco
plastico esterilizado, adicionados de gelo para manutencdo da refrigeracdo e
encaminhadas aos laboratérios onde forma realizados os procedimentos analiticos.

Juntamente com amostras da matéria prima foi encaminhado um recipiente
contendo 20 Kg de sardinhas (S. brasiliensis) inteiras n&o evisceradas sob salmoura
saturada para acompanhamento, em laboratério, da fase de pré-salga. A sardinha
em salmoura saturada foi mantida em ambiente com controle de temperatura a 19
°C (x1°C).

A acdo conservante da baixa temperatura promovida pelo gelo adicionado a
salmoura foi gradualmente sendo substituida pela acdo conservante do sal presente
na salmoura. Assim, a medida que a temperatura da salmoura se eleva ocorre a
penetracdo de cloreto de sddio na musculatura da sardinha (S. brasiliensis).

Nas amostras de sardinha (S. brasiliensis) fresca foram realizadas analises
bacterioldgicas e fisico-quimicas para avaliacdo da qualidade da matéria prima. De
acordo com a legislacdo vigente, procedeu-se a contagem de Staphylococcus

1 presenca de Salmonella spp **

coagulase positiva , contagem de Clostridium
Sulfito Redutores a 46 °C *°, avaliacdo de pH'? quantificacdo de Bases Volateis
Totais pelo método de Microdifusdo em Placas de Conway ** e quantificacdo de
histamina pelo método da Espectrofluorimetria 2.

Na fase de pré-salga, foram coletadas amostras com 24 horas de salga,
seguidas de coletas com 72 horas, 7 dias e 10 dias de salga. Nestas amostras,
procedeu-se a Contagem de Clostridio Sulfito Redutor a 46 °C *°, acompanhamento
do pH *2 e verificacdo do percentual de cloretos pelo método de Mérh *2.

Durante a fase de pré-salga, acompanhou-se 0 comportamento da
penetracdo de sal na musculatura das sardinhas inteiras pelo método de Morh. Para
este procedimento trés porgdes distintas dos espécimes foram analisadas: a mais
externa (A), a intermediaria (B) e a mais interna (C), sendo possivel acompanhar a
penetracdo do sal na musculatura ao longo do periodo de pré-salga.

Apés 10 dias de pré-salga, as amostras foram descabecadas e evisceradas
no laboratdrio, utilizando-se as mesmas técnicas realizadas na industria. A salmoura

foi filtrada e reutilizada na fase de maturacdo. Para manutencdo da saturacdo da
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salmoura adicionou-se sal (NaCl) e os procedimentos analiticos citados na fase de
pré-salga foram realizados apds 15 dia de maturacgéo.

Amostras do produto em periodos distintos da fase de maturacdo na industria
foram encaminhadas aos laboratorios, tomando-se o cuidado de coletar amostras do
mesmo lote produzido com a matéria prima enviada anteriormente para andlises de
qualidade. Foram coletadas amostras aos 30, 60 e 90 dias de maturacéo.

Com 90 dias de maturacdo, o produto apresentou as caracteristicas
sensoriais adequadas e especificas do produto pronto. Nestas amostras foram
realizados os mesmos procedimentos analiticos da fase de pré-salga, adicionando-
se a andlise de Bases Volateis Totais.

Nos produtos prontos referentes ao lote acompanhado foram realizadas as
analises em amostras coletadas mensalmente por 7 meses.

Para a analise do comportamento dos dados foi utilizado o programa
estatistico Graph Pad Prism® realizando-se anélises de regresséo **.

RESULTADOS

Nas andlises realizadas na amostra de sardinha (S. brasiliensis) fresca ndo se
observou presenca de Clostridios Sulfito Redutores, Staphylococcus coagulase
positivo e Salmonella spp.

Observando a Tabela 1 é possivel verificar o aumento gradual da
concentracdo de Cloreto de sodio (NaCl) nas por¢cdes estudadas. Nas primeiras 24
horas de pré-salga, verificou-se diferentes valores percentuais de cloretos entre as
porcBes musculares (externa, intermediaria e interna) demonstrando a penetracédo
de sal na musculatura da sardinha.

Com 72 horas de pré-salga os valores entre as porcfes mais externa (A) e
intermediéaria (B) foram semelhantes (15,41% e 15,39%). Na porcédo mais interna (C)
os valores foram inferiores quando comparado as outras duas por¢des, porém, com
percentual superior a 13%.

Para avaliagdo da qualidade da matéria prima foram realizadas a
quantificacdo de histamina (0,0 mg.Kg™), verificacdo do pH (6,3) e Bases Volateis
Totais (13,9 mg N-BVT/ 100g). A contagem de Clostridios Sulfito Redutores foi
negativa.

Durante o periodo de pré-salga e maturacdo ndo foram isoladas col6nias

suspeitas de Clostridios Sulfito Redutores (Tabelas 1 e 2) .
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Na fase de maturagéo os valores de pH apresentaram-se entre 5,36 e 5,73 e
0s valores percentuais de cloretos variaram entre 15,55 e 17,52%.

Com relacdo ao produto pronto, durante os sete primeiros meses de validade
comercial, ndo foram isoladas colénias suspeitas de Clostridios sulfito redutores no
produto pronto (Tabela 3). Durante esse periodo o pH variou entre 5,23 e 5,89 e 0
percentual de NaCl entre 12,68% e 14,10%. O comportamento dos valores de pH
mensurados durante o processamento tecnologico e a validade comercial de
sardinhas (S. brasiliensis) anchovadas podem ser observados nos graficos 1 e 2.

O comportamento dos valores percentuais de cloretos durante o
processamento tecnolégico de sardinhas anchovadas (S. brasiliensis) constam no
grafico 3. Na equacdo consta a cinética de associacdo em primeira ordem da
interacdo entre o cloreto de sddio e seus receptores na musculatura da sardinha.
Durante cada intervalo de tempo uma fracdo dos receptores é ocupada, mas a
medida que ha passagem do tempo, menos receptores estdo disponiveis e a curva

torna-se uma reta.

DISCUSSAO

A matéria prima com boa qualidade € fundamental para a obtencdo de
produto com qualidade. Por esta razao, foram realizadas andlises bacteriologicas e
fisico-quimicas em amostras de sardinha fresca para averiguacdo destes
parametros.

Na Portaria n° 185 * constam como valor maximo para a concentracdo de
histamina em peixe fresco, 100 ppm (10 mg.100g™). Para o mesmo produto, no FDA
16 o padrdo mencionado é de 50 ppm (5 mg.100g™). Na Comunidade Européia, 200
ppm (20 mg.100g™}) de histamina * é o valore limitrofe maximo para produtos da
pesca de espécies de peixes associadas ao elevado teor de histidina. Com base
nas analises realizadas, a matéria prima obtida para a elaboracdo da sardinha
anchovada apresentou-se dentro dos parametros exigidos pela legislacéo nacional e
internacional. Nao foi observado presenca de histamina na matriz in natura e a
concentracdo de Bases Volateis Totais foi 13,9 mg de N/ 100g da amostra
caracterizando um produto de boa qualidade. No RIISPOA ' e na Portaria n° 185 *°
constam que o valor de 30 mg de N/ 100g da amostra como limitrofe para Bases

Volateis Totais em peixe fresco.
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Dentre as bactérias patdgenas associadas ao consumo de peixes e seus
derivados destacam-se: Clostridium  botulinum, Clostridium  perfringens,
Staphylococcus spp., Salmonella spp., Shigella spp., Escherichia coli entre outras *°.
Usando como referéncia a Resolucgéo da Diretoria Colegiada n°12 ° a matéria prima
estava bacteriologicamente adequada para entrar na linha de producdo das
sardinhas anchovadas.

A nado observancia de isolamento de Clostridios sulfito redutor pode ser
interpretada como a nao veiculacdo de Clostridium botulinum e Clostridium
perfringens pela matéria prima demonstrando que, se houve rompimento do trato
intestinal da sardinha, ndo gerando contaminacao por este microrganismo.

Adicionalmente, o pH da sardinha fresca (6,3) estava dentro dos parametros
estabelecidos pela legislacdo °. O pescado que possuir pH entre 5,8 e 6,4 é
considerado apto pra consumo. Assim, todos os parametros utlizados para a
avaliacdo da qualidade da matéria prima demonstraram que a sardinha fresca
estava adequada para a elaboracéo de sardinhas anchovadas.

Durante a fase de pré-salga, pode ser acompanhada a penetracéo do cloreto
de sédio na por¢cdo muscular das sardinhas. Observou-se que, nas primeiras 24h, a
porcdo externa alcancou valores percentuais de cloretos (3,85 %) superiores ao

valor citado por Huss °®

como minimo para a inibicdo da producdo de toxina
botulinica (3%). Com 72h de salga, o valor percentual de cloreto de sédio na porcéo
mais interna da musculatura das sardinhas alcancou 13,11%, demonstrando que
este periodo inicial de salga eleva a concentracdo de cloreto de sodio (NaCl) a
niveis considerados eficientes para a inibicdo da producao de toxina pelo Clostridium
spp.

A “Food and Agriculture Organization”, citado por Huss et al ’, descreve os
fatores limitantes para o crescimento de bactérias patogénicas em pescado,
incluindo entre eles a concentracdo entre 3 a 5 % de NaCl como suficiente para
limitar a produgcdo de toxinas ndo proteoliticas e valores de 10 % de NaCl para
limitar a producdo de toxinas proteoliticas, ambas oriundas do género Clostridium.
Comparando estes dados aos encontrados no presente estudo verifica-se que ao fim
da fase de pré-salga (10 dias), os valores de NaCl na por¢cdo mais interna chegam a
15,66% sendo este teor eficiente para inibir n&o somente a producédo de toxina como

o desenvolvimento de Clostridio sulfito redutor.
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Jay “ relata que mesmo havendo esporos de C. botulinum no alimento, as
interagcOes entre pH, temperatura e concentragcfes variadas de NaCl s&o capazes de
bloquer a producdo da toxina. As seguintes condi¢cdes foram estudadas: (1) pH
menor que 6,5, 4% de sal e 20°C de temperatura; (2) pH menor que 5,0, 1% de sal e
30°C de temperatura; (3) pH menor que 5,5, 3% de sal e 30°C de temperatura; (4)
pH menor que 6,0, 4% de sal e 30°C de temperatura. Em nenhuma delas houve
producdo de toxina. As condicbes de elaboracdo de sardinhas anchovadas do
presente estudo foram ainda mais rigorosas quanto a saturacdo da salmoura (26
°Bé) e temperatura (inferior a 19°C). Assim, as condi¢cbes para o crescimento e
multiplicacdo de bactérias do género Clostridium ndo foram favoraveis mesmo
havendo a presenca das visceras na fase de pré-salga. Acredita-se que por esta
razdo nao foram isoladas col6nias suspeitas de Clostridios sulfito redutores em
nenhumas das analises realizadas. Consequentemente, acredita-se nao ter havido a
formacéao de toxinas.

O “Codex Alimentarius” %°

afirma que o processo de salga associado a
temperatura controlada é suficiente para prevenir o desenvolvimento de Clostridium
botulinum. Porém, somente salmouras estaveis podem ser utilizadas para o
processo de maturacao e devem ser elaboradas com agua potavel de boa qualidade
e a saturacao da salmoura deve ser controlada e avaliada periodicamente e ajustada
sempre que necessario.

Nas analises realizadas em amostras do produto pronto pode-se inferir que a
concentracdo minima de 12% de cloreto de sédio tenha sido o principal fator
limitante para o ndo isolamento de col6nias suspeitas de Clostridios sulfito redutores.

Com estes dados, conclui-se que a presenca das visceras na fase de pré-
salga néo foi determinante no crescimento e desenvolvimento de Clostridios sulfito
redutores durante o processamento tecnolégico e durante a validade comercial do
produto pronto.

Adicionalmente, os valores percentuais de cloreto de sédio e a temperatura
ambiente controlada foram fatores importantes para o ndo desenvolvimento e

crescimento de Clostridios sulfito redutor em sardinhas (S. brasiliensis) anchovadas.
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TABELAS

Tabela 1 - Resultados das andlises fisico-quimicas e bacterioldgica

realizadas em amostras de sardinha (S. brasiliensis) fresca e em fase de

pré-salga durante 10 dias.

_ Clostridio % Cloretos
Analise/ .
sulfito H
Amostra P B C
reduror A (externo) ] . .
(intermediério) (interno)
fresco SC 6,3 - - -
24 horas SC - 3,85 2,55 0,70
72 horas SC 5,83 15,41 15,39 13,11
7 dias SC 5,87 16,75 15,76 15,76
10 dias SC 5,63 - 16,55 15,66

SC - Sem Crescimento

Tabela 2 — Resultados das andlises fisico-quimicas e bacteriologica

realizadas em amostras de sardinha (S. brasiliensis) em fase de

maturacao.

Analise/Amostra Clostridio sulfito redutor

pH Cloretos (%)

15 dias SC 5,59 16,80
30 dias SC 5,36 17,52
60 dias SC 5,73 15,55
90 dias SC 5,61 17,03

SC — Sem Crescimento
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Tabela 3- Resultados das andlises fisico-quimicas e bacteriol6gica
realizadas em amostras de sardinha (S. brasiliensis) anchovada

durante os sete (7) primeiros meses de validade comercial.

Clostridio sulfito

Anélise/Amostra reduror pH Cloretos (%)
1° més SC 5,84 13,94
2° més SC 5,89 12,88
3°més SC 5,49 13,18
4° més SC 5,23 13,46
5° més SC 5,33 14,10
6° més SC 5,44 13,66
7° més SC 5,40 12,68

SC — Sem Crescimento

GRAFICOS
Grafico 1 - Comportamento do pH durante o
processamento  tecnolégico de sardinhas  (S.

brasiliensis) anchovadas.
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Gréafico 2 — Comportamento do pH durante a validade

comercial de sardinhas (S. brasiliensis) anchovadas .
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Grafico 3 — Comportamento do percentual de cloretos
durante o processamento tecnoldgico de sardinhas (S.

brasiliensis) anchovadas.
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5.3. ARTIGO 3: CARACTERIZACAO DO PROCESSAMENTO TECNOLOGICO DE
SARDINHAS (Sardinella brasiliensis) ANCHOVADAS.
O artigo a seguir esta aceito para publicacdo na Revista Brasileira de Ciéncia

Veterinaria — Brazilian Journal of Veterinary Science (Apéndice 3).

Caracterizacdo do processamento tecnoldgico e validade comercial de
sardinhas (Sardinella brasiliensis) anchovadas.
Technological process and shelf life characterization of brined and maturated
sardines (Sardinella brasiliensis)
Cecilia Riscado Pombo**; Robson Maia Franco?; Eliane Teixeira Marsico?

Resumo

A sardinha anchovada € uma semiconserva resultante do processo de maturacdo da
sardinha (Sardinella brasiliensis) sob a acédo de enzimas tissulares e microbianas. O
processo ocorre em meio anaerdbico com elevada pressdo osmotica causada por
altas concentracdes de sal. Como a matéria prima pertence a familia Clupeidae a
formacdo de histamina ao longo do processamento tecnolégico pode ocorrer.
Objetivou-se acompanhar a qualidade deste produto obtido em condi¢des
experimentais a partir de parametros fisico-quimicos e microbiolégicos, ao longo do

processamento tecnoldgico e da validade comercial de sardinhas anchovadas.

* Programa de P6s Graduacdo em Higiene Veterindria e Processamento

Tecnologico de Produtos de Origem Animal, Universidade Federal Fluminense. Rua
Vital Brazil Filho, 64. Vital Brazil, Niter6i — RJ. CEP 24230-340.

2 Departamento de Tecnologia de Alimentos, Faculdade de Veterinaria, Universidade
Federal Fluminense.

* A quem enviar a correspondéncia. E- mail: cissapombo@yahoo.com.br
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Foram realizados a determinacédo de Bases Volateis Totais (BVT), pH, percentual de
cloretos, quantificacdo de histamina, enumeracdo de Enterococcus spp., pesquisa
de Tetragenococcus spp., contagem de bactérias haldfilas e contagem de
Enterobactérias. A producdo de BVT foi crescente com valor inicial de 13,90
mgN/100g no inicio do processamento tecnologico chegando ao maximo de 87,32
mgN/100g durante a validade comercial. Observou-se uma associacdo de primeira
ordem de interacdo entre o cloreto de sodio (NaCl) e a matriz alimentar, a formacéo
de histamina foi crescente e o pH decaiu. Houve identificacdo do crescimento do
género Pediococcus. Desta forma, concluiu-se que o crescimento bacteriano foi
inibido pelo elevado percentual de cloretos e pelos baixos valores de pH durante o
processamento tecnoldgico, diminuindo a formacdo de histamina e favorecendo o
desenvolvimento de Pediococcus spp.

Palavras-Chaves: Sardinha anchovada; Sardinella brasiliensis; Histamina;

Enterobacteriaceae.

Abstract

Brined and maturated sardines are a semi preserve fisheries product resulted of the
action of tissue and microbial enzymes. The process occurs in anaerobic medium
with high osmotic pressure caused by high salt concentrations. As the raw material
belongs to the family Clupeidae the formation of histamine during the technological
processing may occur. The aim of the study was to follow physico-chemical and
microbiological parameters during the technological process and shelf life of the
product. Were carried out the determination of total volatile bases (TVB), pH,
percentage of chlorides, quantification of histamine, enumeration of Enterococcus

spp., Tetragenococcus spp. research, count of halophilic bacteria and count of
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Enterobacteria. The TVB production initiates with 13.90 mgN/100g, getting to the
maximum of 87.32 mgN/100g during shelf life. There was an association of the first
order interaction between the sodium chloride (NaCl) and the food matrix, the
formation of histamine was increased and the pH undergoes a decay in a single
phase. There was identification of the genus Pediococcus. Thus, we concluded that
bacterial growth was inhibited by the high percentage of chlorine and the pH values
during the technological process, decreasing the formation of histamine and favoring
the development Pediococcus spp.

Keywords: Histamine; Enterobacteriaceae; Sardinella brasiliensis; brined sardines.

Introducao

A sardinha anchovada é o produto resultante do processo de cura prolongada da
sardinha (Sardinella brasiliensis), no qual as enzimas tissulares e microbianas
compartilham suas acg0es sobre os componentes da matriz alimentar (Oetterer,
2011). Estas enzimas atuam sobre os hidratos de carbono e proteinas, conferindo
aspecto e aromas especiais ao produto, além de produzirem substancias
blogueadoras da decomposi¢cdo do pescado. Este produto é tecnologicamente
descrito como uma semi conserva pelo fato de ndo ser submetido a esterilizacdo
comercial ao longo do processamento (Pombo et al., 2009).

A matéria prima utilizada para o processamento tecnologico pode ser veiculadora de
microrganismos patogénicos, a maior parte originada da contaminacdo ambiental
(Ogawa e Maia, 1999; Jay, 2006). Aléem do mais, o0 manejo inadequado do pescado
€ outra fonte importante de contaminacédo, desde o momento da captura, ainda nos
barcos pesqueiros, até seu destino final, apdés passar por inUmeras etapas de

processamento e transporte.
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A histamina € considerada o maior ponto critico da industria de pescado pelo
potencial alergénico e pelo fato de ser termoestavel (Huss, 1997; Karovicova e
Kohajdova, 2005). Adicionalmente, o potencial alergénico causado pela ingestao de
pequenas concentracdes de histamina pode ser potencializado pela presenca de
outras aminas biogénicas tais como a putrescina e cadaverina (Lehane e Olley,
2000).

Peixes da familia Scombridae, como a cavala, cavalinha, atuns, e também da familia
Clupeidae, como a sardinha, s&o frequentemente envolvidos em surtos de
intoxicacdo histaminica. Este fato esta associado aos elevados niveis de histidina
presentes na musculatura destas espécies (Ogawa e Maia, 1999).

O principio da tecnologia de anchovagem consiste em um processo onde ha
aumento da pressao osmotica do meio com uso de sal combinado com um sistema
em anaerobiose (Oetterer, 2011). A reducdo da atividade de agua controla o
crescimento microbiano (Pombo et al., 2009) e a anaerobiose diminui 0s processos
bioguimicos que poderiam provocar a deterioracdo do pescado (Oetterer, 2011). Em
complementacdo a acdo do sal, segundo Sikorski (1990), o cloreto de s6dio é um
dos componentes mais importantes na maturagao, tanto para a determinacdo do
sabor como para que 0s processos quimicos ocorram adequadamente.

As principais bactérias responsaveis pela formacdo de histamina pertencem a
familia Enterobacteriaceae (Halasz et el., 1994; Lehane; Olley, 2000). No entanto,
outras bactérias produzem enzimas descarboxilases, podendo ser citadas algumas
bactérias acido laticas (Suzzi e Gardini, 2003) como o Enterococcus spp. (Gardini et
el., 2001; Giraffa, 2002) e o Tetragenococcus muriaticus (Kuda et al., 2006; Satomi

et al.,, 1997). De acordo com Haladsz et al. (1994) os géneros Escherichia,
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Salmonella, Clostridium, Bacillus e Lactobacillus também possuem a capacidade de
produzir histidina descarboxilase.

Durante o processo de maturacdo, os aminoéacidos livres no muasculo e os
produzidos pela decomposicdo de proteinas podem ser degradados por acédo de
enzimas descarboxilases e desaminases (Pombo et al., 2009; Oetterer, 2011).
Entretanto, alguns fatores parecem interferir na formacéao de histamina e de outras
aminas biogénicas como, a disponibilidade de substrato, o pH e a concentracdo de
sal (Bover-Cid et al., 2001; Gokuglu, 2003).

Pelo exposto e aliado ao fato de ndo haver legislacdo brasileira especifica para
peixes anchovados, o presente estudo objetivou acompanhar os parametros fisico-
guimicos e microbiolégicos, ao longo do processamento tecnologico e da validade

comercial de sardinhas anchovadas.

Material e Métodos

Para realizacdo deste estudo utilizou-se 250 Kg de sardinha (Sardinella brasiliensis)
formando um lote experimental de processamento de sardinha anchovada elaborada
por uma industria nacional com Inspecao Federal.

O processamento tecnoldgico iniciou-se pela selecdo e lavagem da matéria prima.
Em seguida, foi realizada a pré-salga das sardinhas inteiras ndo evisceradas
colocando-as em camadas alternadas de sardinha, sal grosso e gelo por um periodo
de sete a dez dias, com formacédo de salmoura. A temperatura inicial foi de 2°C,
aumentando em um limite de 19°C durante a etapa de pré-salga. Posteriormente, as
sardinhas foram evisceradas e a salmoura formada na fase de pré-salga foi filtrada
para utilizacdo na fase de maturacdo e complementada com a adicdo de salmoura

saturada fresca. A fase de maturacdo durou 90 dias (periodo minimo). Em etapa
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seguinte retirou-se a pele das sardinhas que foram prensadas, filetadas, embaladas,
coberta com 0leo comestivel e lacradas a vacuo.

As amostras foram coletadas nas fases de processamento tecnoldgico e validade
comercial do produto pronto. Ao longo do processamento tecnologico, amostras da
matéria prima fresca foram coletadas, em seguida amostras da pré-salga (um, trés,
sete e dez dias) e, mensalmente, durante a maturacdo (30, 60 e 90 dias). A cada
amostragem, acondicionava-se o0 produto e em recipientes isotérmicos com gelo e
encaminhava-se, imediatamente, via terrestre, para os laboratérios de Controle
Microbioldgico e Controle Fisico-quimico de Alimentos.

Ao final do processamento tecnolégico do lote experimental alocado na industria,
uma caixa contendo 24 embalagens do produto pronto foi encaminhada para os
laboratorios. Ao longo da validade comercial foram coletadas amostras,
mensalmente, para a realizacdo das analises fisico-quimicas e bacteriologicas.
Foram realizados a determinacdo de Bases Volateis Totais (BVT), pH e percentual
de cloretos (método de Morh) (Brasil, 1981), quantificacdo de histamina pelo método
de espectrofluorimetria (AOAC, 2002), enumeracdo de Enterococcus spp. (Merck,
2002), pesquisa de Tetragenococcus spp. a 7 e 15% de NaCl através de adaptacéo
da metodologia utilizada por Kobayashi et al. (2004), contagem de bactérias haldfilas
(Brasil, 2003) e contagem de Enterobactérias (Brasil, 2003).

Todas as analises foram realizadas em triplicada e os dados analisados pelo

programa estatistico Graph Pad Prism® por analise de regresséao (Radushev, 2007).

Resultados e Discusséo
A producdo de Bases Volateis Totais (BVT) demonstrou um comportamento

crescente dos valores durante a fase de processamento tecnologico, com um valor
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de 13,9 mg N-BVT/100g no inicio do processo, alcancando o valor maximo de 87,32
mg N-BVT/100g no quinto més da validade comercial, como pode ser observado na
figura 1.

Durante o processamento tecnolégico de sardinhas anchovadas ha acédo de enzimas
sobre os componentes da matriz alimentar resultando na formacdo de compostos
nitrogenados, como a amonia, a trimetilamina e a dimetilamina (Oetterer, 2003). Pelo
fato de néo ser submetido a esterilizacdo comercial a acdo das enzimas permanece
durante a validade comercial do produto pronto.

Pombo et al. (2009), ao compararem diferentes processamentos tecnoldgicos para a
elaboracdo de sardinhas anchovadas, avaliaram a producdo de bases volateis
encontrando valores crescentes durante a fase de fabricacdo da mesma forma como
ocorrido na presente pesquisa durante o mesmo periodo.

Os resultados referentes a analise de cloretos sdo demonstrados a partir da
equacao apresentada na figura 2, onde observa-se uma associacdo de primeira
ordem de interacdo entre o cloreto de sodio (NaCl) e a matriz alimentar durante o
processamento tecnoldgico. Apos 24h de salmoura, as amostras analisadas
apresentaram média de 2,37% de NaCl, chegando ao maximo de 17,52% aos 30
dias de maturacdo. A cada intervalo de tempo ocorrido entre a coleta das amostras,
uma fracdo percentual de NaCl se liga a porcdo muscular da sardinha (S.
brasiliensis). Contudo, com o avango do tempo parece ocorrer saturagao da porcao
muscular fazendo com que a curva do grafico se torne uma reta.

Na figura 3 pode ser observado o comportamento da concentracdo de cloreto,
envolvendo as etapas de producdo e validade comercial, tanto o periodo de
processamento tecnolégico quanto a validade comercial. Através da equacao

apresentada observa-se que os percentuais de cloreto apresentam comportamento
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linear seguido de uma fase de decaimento ao longo do periodo de estudo. A fase
linear representa a saturacdo da porcdo muscular das sardinhas no periodo de
processamento tecnologico. Durante o processamento tecnoldgico, o excesso de
salmoura absorvido pela porcdo muscular é retirado na etapa de prensagem o que
explica o decaimento da concentracao percentual de cloreto.

A alta concentracdo de cloreto de sédio (NacCl) influencia o metabolismo bacteriano
e gera progressiva alteracdo nas membranas. Concentracdes de 3,5 a 5,5% de NaCl
podem inibir a formacéo de histamina (Henry e Koehler, 1986).

A formacdo de histamina, em mg.Kg™, foi crescente durante todo o periodo de
processamento, mantendo esse comportamento durante a validade comercial
(Figura 4). Pelo fato de ser classificado como semi-conserva, 0 produto ndo é
submetido a tratamento térmico pelo calor durante o processamento tecnolégico o
que permite inferir que as enzimas histidina descarboxilases continuem atuando.
Pombo et al. (2009) também observaram aumento dos teores de histamina,
entretanto esse comportamento foi avaliado somente durante o processamento
tecnoldgico de sardinhas anchovadas.

No entanto, o valor maximo observado nas amostras analisadas (340 mg.Kg™) foi
abaixo do limite de 400 mg.Kg™” estabelecido pela legislacdo européia (CE, 2005)
utilizada como referéncia no Brasil. Esta legislacéo estabelece padrao de qualidade,
com relacdo a presenca de histamina, para produtos da pesca que tenham sido
submetidos a tratamento de maturagdo enzimatica em salmoura fabricados a partir
de espécies de peixes que possuem elevados teores de histidina.

Ao longo do estudo, ndo houve isolamento de bactérias da familia
Enterobacteriaceae, principal grupo relacionado a formagéo de histamina (Nahla et

al., 2005; Rodtong et al., 2005). Este fato parece estar relacionado aos valores de
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histamina encontrados terem sido inferiores ao limite estabelecido pela legislacéao
européia. Entretanto, a literatura faz referéncia a casos de intoxicacdo histaminica
com niveis de 50 mg.Kg' (Lehane e Olley, 2000). A auséncia de crescimento
bacteriano também ocorreu nos meios de Chromocult®, utilizado para enumeracao
de Enterococcus spp., € no meio de MRS adicionado de 15% de NaCl para
averiguacdo da presenca de Tetragenococcus spp., sendo estes géneros
bacterianos também relacionados com a formacéo de histamina (Satomi et al., 1997,
Gardini et al., 2001; Giraffa, 2002; Kuda et al., 2006).

Contudo, bactérias halofilicas foram observadas aos 30 dias de maturacdo e,
posteriormente, no primeiro e sétimo més de validade comercial do produto pronto.
A contagem destas col6nias foi inferior a 3 UFC/g da amostra, mas a identificacédo
do género bacteriano foi realizada através da caracterizagcdo morfotintorial e
posteriormente por provas bioquimicas. No esfregaco corado pelo método de Gram
foi observada a presenca de cocos Gram positivos, alguns em tétrades. As provas
bioguimicas que se seguiram foram baseadas em Koneman (2005) e no Manual
Bergey (1994). Além do crescimento de colénias em meio contendo 7% de NaCl,
que demonstram a caracteristica halofilia dos microrganismos isolados, o resultado
da catalase foi negativo. Houve crescimento bacteriano em meio BHI 7% de NaCl
nas temperaturas de 10°C, 35°C e 45°C, sendo que o crescimento bacteriano a 35°C
foi maior, seguido de 45°C e 10°C. Outras provas bioquimicas foram realizadas
indicando que o género bacteriano isolado foi o Pediococcus ssp.. Este mesmo
género foi identificado no meio MRS contendo 7% de NaCl, aos 30 dias de
maturagdo e no sétimo més de validade comercial. Pelo fato das amostras
analisadas serem compostas por exemplares de sardinhas favorece o isolamento de

microrganismos em alguns pontos de coleta e ndo em outros.
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O género Pediococcus faz parte do grupo de bactérias denominada Bactérias Acido
Laticas (BAL) (Manual Bergey, 1994; Jay, 2006). A acado de enzimas proteoliticas
como a tripsina e pepsina (Oetterer, 2011a) degradam proteina gerando metabdlitos
gue sao utilizados com fonte de energia para o crescimento de BAL (Cosansu et al.,
2010).

Os valores de pH analisados durante o0 processamento tecnolégico sao
apresentados na figura 5. A equacédo resultante da analise de regressao destes
dados demonstra que o pH decai de forma inversa a concentracdo de cloretos
durante o mesmo periodo (figura 2). Este fato parece estar relacionado a ionizacéo
do NaCl na salmoura. Os valores de pH durante o processamento tecnoldgico
variaram entre 6,3 e 5,36, semelhantes aos encontrados por Kiline et al. (2006) e
Pombo et al. (2009) o que valida o fato de que com o processamento, ha queda do
valor do pH favorecendo o crescimento de BAL, além de promover a inibicdo da
microbiota acompanhante (Franco e Landgraf, 1996).

A figura 6 contém os dados relativos ao pH durante o processamento tecnoldgico e
validade comercial.

O pH do pescado maturado tende a ser acidificado em funcdo da presenca de
substancias resultantes da degradacdo da matriz, podendo estar presentes 0s
aminoacidos histidina, alanina, leucina, fenilalanina, prolina e acido glutamico entre
outros componentes como acido indol acético, acido indol butirico e acido hidroxi
fenil piravico (Oetterer, 2011).

Relacionando a formacao de histamina com os valores de pH, pode-se sugerir que a
faixa de pH durante o processamento tecnologico parece ter relagdo com a
formacdo da histamina. Koesseler et al. (1928) citado por Halasz et al. (1994)

sugerem que a formacdo de aminas biogénicas € um mecanismo de defesa das
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bactérias a um meio muito acido. Entretanto, Caccioppoli et al (2006), estudando
aminas biogénicas em salames tipo italiano, constatou a inexisténcia de correlacéo
significativa entre os valores de pH e os teores de aminas biogénicas nesse estudo
porém afirma que a velocidade de reducéo do pH é mais relevante do que o pH final
na formacéo destas aminas.

O pH é um fator importante na formacdo de aminas biogénicas, pois interfere na
descarboxilacdo dos aminoacidos, que ocorre em maior concentragdo em meio
acido. O valor 6timo de pH para a formacédo de AB esta entre 2,5 e 6,5, pois nesta
faixa a bactéria é estimulada a produzir mais descarboxilases como forma de defesa
ao meio (Halasz et al., 1994).

Entretanto, Gardini et al. (2001) estudou os efeito do ph, temperatura e concentracéo
de NaCl na cinética de crescimento , atividade proteolitica e producdo de aminas
biogénicas pelo Enetrococcus faecalis, e apresentou resultados que demonstraram
que da producéo de aminas biogénicas foi maior com o aumento do ph (5,4 - 7,0) e
diminuicdo do percentual de NaCl.

Zaman et al (2009), em revisédo sobre a producdo de aminas biogénicas em molhos
a base de pescado, concluiram que o pH na faixa de 5,0 a 7,1, a temperatura (6timo
de 37 °C) e a concentracdo de sal (5 a 20%) sdo fatores que interferem no

crescimento bacteriano o e, consequentemente, na producédo de aminas biogénicas.

Concluséo
O crescimento bacteriano dos principais géneros relacionados a formacédo de
histamina foi inibido pelo elevado percentual de cloretos e baixos valores de pH ao

longo do processamento tecnoldogico e validade comercial de sardinhas (S.
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brasiliensis) anchovadas. Este controle permitiu que a formacéo de histamina fosse
inferior ao limite preconizado pela legislacao européia.

Os valores de pH durante o processamento tecnolégico e validade comercial
inibiram o crescimento dos géneros bacterianos estudados porém favoreceram o
desenvolvimento de Pediococcus spp.

A producdo de Bases Volateis Totais (BVT) foi crescente até o quinto més de
validade comercial seguido de decaimento das bases em funcédo da acdo enzimatica
continua sobre o produto pronto por ndo haver tratamento térmico pelo calor durante
0 processamento tecnoldgico.

Em funcdo dos resultados obtidos é importante que seja feito um alerta para os
consumidores deste produto sobre a intoxicagéo histaminica por pessoas com maior

sensibilidade alergénica.
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Figura 1 Comportamento da concentracdo de Bases Volateis
Totais (BVT), em N-BVT/100g da amostra, de sardinhas (S.
brasiliensis) anchovadas durante processamento tecnoldgico e
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(S. brasiliensis) anchovadas durante processamento tecnoldgico.
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DETERMINACAO DE HISTAMINA EM SARDINHAS ANCHOVADAS UTILIZANDO
CLAE E DERIVATIZACAO COM 6-AMINOQUINOLILN- HIDROXISUCCINIMIDIL

CARBAMATO (AQC).

ABSTRACT

Maturated foods, such as brined and maturated sardines, may have high
concentrations of histamine and other Biogenic Amines (BA) as consequence of
enzymes action over the food during the technological processes. A HPLC method
based on extraction of BAs with methanol and derivatizing with 6-aminoquinolyl-N-
hidroxysuccinimidyl carbamate (AQC) was used. Results demonstrated that the
method is capable to separate, identify and quantify histamine, putrescine and
cadaverine. This method generates few amounts of residues saving time and
resources. Moreover, it allows making more analysis.

KEYWORDS: Biogenic Amines; AQC; HPLC
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INTRODUCAO

As aminas biogénicas se formam nos alimentos pela acdo de enzimas
microbianas sobre aminoacidos precursores o0u, NnOS Sseres Vivos, COMoO
conseqiiéncia dos processos metabdlicos celulares normais.® S&o compostos
organicos nitrogenados de carater basico presentes em animais, plantas e
microrganismos.?

A histamina é formada pela descarboxilacdo da histidina, aminoacido
essencial para animais em crescimento, que esta presente em concentracdes
mediana a alta em peixes pelagicos.® Peixes da familia Scombridae, como a cavala,
cavalinha, atuns, e também da familia Clupeidae, como a sardinha, estdo
relacionados a intoxicacbes histaminicas por terem elevadas concentracbes de
histidina livre na porcéo muscular.*

Em peixe fresco a presenca desta amina biogénica ndo deve ultrapassar o
limite de 100mg.Kg™ °, pois a ingestdo dessa substancia, em concentracbes que
variam com a sensibilidade individual, pode causar envenenamento escombroide,
cujos principais sintomas sdo: dores abdominais, vomitos, diarréia, dor de cabeca,
eritema, urticaria e hipotenséo, esta ultima podendo levar a morte, principalmente
em idosos, criancas ou cardiopatas.® " 8°

Alimentos fermentados como queijos, vinhos, salames e chucrutes® e
pescado maturado, como as sardinhas anchovadas™, sdo alguns dos alimentos em
gue foram observadas concentragcdes elevadas de histamina.

Os alimentos maturados estdo propensos a apresentarem maiores teores de
histamina. Durante o processamento tecnoldgico, enzimas atuam sobre a matriz
alimentar produzindo novas substancias, inclusive aminas biogénicas as quais

conferem o sabor e o aroma caracteristicos do produto pronto.*?**
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A acdo da histamina no organismo humano é potencializada pela ingestao
concomitante de outras aminas biogénicas (AB) produzidas durante a maturacao,
como a putrescina e a cadaverina, que promovem uma inibicdo competitiva de
enzimas pertencentes ao sistema de detoxificacdo da histamina.™

No Brasil, a histamina vem sendo analisada por técnicas semi-quantitativas,
como a Cromatografia em Camada Delgada (CCD), e quantitativas, como a
Espectrofluorimetria®® e CLAE.*®

O método semi-quantitativo geralmente é utilizado para o acompanhamento
de processos de producdo ou triagem de controle de qualidade. Através da CCD, é
possivel verificar a presenca de histamina, putrescina e cadaverina de forma rapida.
O método é baseado na comparacédo visual de manchas avermelhadas formadas
pela presenca de AB no alimento que sédo separadas por adsorcdo em placa de
silica e séo reveladas por solucdo de Ninhidrina 3% sendo, posteriormente
comparadas aos padrdes das ABs estudadas.'*

O método da Espectrofluorimetria’® é mais elaborado. Demanda mais tempo,
maior quantidade de reagente e maior atencdo na realizacdo da andlise. Além do
mais, este método quantifica apenas a histamina por possuir uma etapa de
purificacdo do extrato em resina de troca ibnica. Desta forma, a histamina é
selecionada e complexada com o0 agente derivatizante o-ftalaldeido. Todo o
processo resulta numa analise demorada e com produtos de derivatizagcdo pouco
estaveis, aléem de nao quantificar outras aminas biogénicas potencializadoras da
acao intoxicante da histamina.®

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) como método oficial para
analise de aminas biogénicas em alimentos é recente no Brasil.'® Esta técnica

permitir a quantificacdo de diferentes aminas biogénicas de um mesmo extrato,
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concomitantemente, poupando tempo e permitindo a avaliagdo mais abrangente da
qualidade do alimento analisado.

Diante dos fatos, a proposta deste trabalho foi utilizar uma metodologia para a
analise de histamina, putrescina e cadaverina em sardinhas anchovadas por CLAE
fazendo uso do agente derivatizante o 6-aminoquinolil-N-hidroxisuccinimidil
carbamato (AQC). *’

O AQC é um carbamato heterocliclico que foi desenvolvido especialmente
para a analise de aminoacidos. Este reagente converte aminodcidos primarios e
secundarios em substancias derivatizadas fluorescentes. E de facil manipulacéo,
reage rapidamente e produz adutos altamente estaveis.

PARTE EXPERIMENTAL

As amostras utilizadas para a realizacdo deste estudo foram adquiridas do
processamento tecnologico de um lote experimental (250 Kg) de sardinhas
anchovadas produzidas em industria nacional com Inspecao Federal.

Foram coletadas amostras da matéria prima (sardinha frasca — Sardinella
brasiliensis) e em diferentes pontos do periodo de pré-salga (trés e sete dias) e do
periodo de maturacdo (15, 60 e 90 dias). Do lote experimental foram analisadas
amostras do produto pronto com um, dois e quatro meses de validade comercial.

ApOs coleta, as amostras foram mantidas sob refrigeracdo em embalagem
isotérmica e encaminhadas para o Laboratorio de Controle Fisico-quimico da
Faculdade de Veterinaria da Universidade Federal Fluminense, onde as amostras
foram pesadas, identificadas, congeladas e encaminhadas para o laboratério de
Cromatografia Liquida da EMBRAPA Agroindustria de Alimentos, em Guaratiba —

RJ, para a realizacédo do procedimento analitico.
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A analise estatistica dos teores de histamina encontrados nas amostras de
sardinha anchovada foi feita através da analise regressao utilizando o programa
estatistico Graph Pad Prism®.*°
Preparo das amostras

A extracdo foi realizada de acordo com o método da AOAC™ que consiste em
homogeneizar 10g de amostra com 100 mL de metanol (Tedia®, grau HPLC) e
submeter o extrato a banho-maria a 60°C, por 15 minutos. Em seguida o extrato foi
filtrado (Whatman® n° 1) e transferido para baldo de 100 mL, corrigindo o volume
com metanol quando necessario. Uma segunda filtracdo foi procedida em filtro
Millex® 0,22uM.

Preparo dos padrdes

Para as solucdes padréo foram utilizados o dicloridrato de histamina (pureza >
99,0%), dicloridrato de putrescina (pureza > 98,0%) e dicloridrato de cadaverina
(pureza > 98,0%) da Sigma®. Foram preparadas solu¢cdes estoque 3,0 mM de cada
um dos padrdes em solugdo 20 mM de HCI. A concentracdo das solugdes padrao
injetadas foram 0,3 mM.

Procedimento de derivatizacéo

Para promover a reacdo de derivatizacdo, uma aliquota de 10uL do extrato
duplamente filtrado foi transferida para um “vial” e colocado em dessecador
acoplado ao vacuo. As pedras de silica do dessecador foram aquecidas previamente
em estufa a 105°C por 1 hora. O aquecimento das pedras de silica associado ao
vacuo promove a volatilizacdo do metanol e obtencéo do extrato seco em 1 hora.

O extrato seco foi ressuspendido por 20puL de solugcdo de Acido Cloridrico
(HCI) 20mM seguido da adicdo de 60 pL de tampé&o borato (pH 8,5). Este ultimo

eleva o pH para uma faixa alcalina para que a reacao de derivatizacado ocorra. O
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AQC (20uL) foi colocado no “vial” sendo homogeneizado em vértex por 15
segundos. A homogeneizacdo deve ser iniciada o mais rapido possivel para que a
reacdo do AQC com a histamina ocorra efetivamente. O excesso de AQC presente
na reacao se degrada em meio aquoso produzindo o 6-aminoquinoline (AMQ), o N-
hidroxysuccinimide (NHS) e dioxido de carbono (CO;). Assim a degradacdo do
excesso de AQC ocorre como demonstra a reacéao a seguir: AQC + H,O > AMQ +
NHS + CO,.*

A solucéo derivatizada foi transferida para um segundo “vial” com redutor de
volume e colocada no cromatografo para analise.
Instrumentacao e condicdes cromatograficas

Para a analise das aliquotas derivatizadas utilizou-se o cromatografo Waters®
modelo Alliance® 2695, com injetor automatico, com filtro pré-coluna 0,5 ym Krud
Katchen Ultra-In-Line®, coluna Phenomenex® 50 X 2,10 mm modelo Kinetex C18,
2,6um, 100A, em forno a 40°C e detector de fluorescéncia Waters® modelo 2475. O
comprimento de onda de excitacdo foi de 254 nm e da emissdo de 395 nm. Na
tabela 1 observa-se o protocolo de gradiente utilizado na corrida cromatografica. O
equipamento permaneceu conectado a um computador e foi controlado pelo
software Empower® da Waters®.
Reagentes e solucfes padrdo analiticas

A 4gua ultra pura utilizada nos experimentos foi recém coletada do
equipamento Milli-Q®, apresentando resistividade minima de 18MQ/cm e carbono
organico total (TOC) maximo de 7 ppb.

A fase movel foi composta por duas solucdes: (A) Acetonitrila - Tedia® e (B)

Tampao Acetato - Waters®, pH 5,5. O preparo da solugdo A foi feito através da
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diluicho de 50 mL do AccQ.Tag Eluente - Waters® concentrado para analise de
aminoéacidos em 500 mL de agua Milli-Q®.
Os componentes para a preparacao da solucédo derivatizante fazem parte do
kit para aminoacidos da Waters® AccQ+Tag® e forma preparados de acordo com o
estabelecido pelo fabricante.®
Tabela 1 — Protocolo de gradiente utilizado para
separacdo de aminas biogénicas através de

injecdes de 1 pL com fluxo de 0,4 mL.min™.

Composicdo da fase mével (%)

Tempo (min) Acetronitrila Tampéao Acetato
0 50 50
2 4 96
3,5 6 94
8 6 94
8,5 50 50

RESULTADOS E DISCUSSAO

Em primeira etapa, as solucdes padrao de histamina, putrescina e cadaverina
foram derivatizadas e injetadas separadamente. Em segunda etapa, foi preparada
uma mistura dos padrdes das trés aminas biogénicas estudadas. Na figura 1, pode-
se observar que a separacdo dos padrdes utilizados na mistura foi eficiente e os
picos de histamina, putrescina e cadaverina puderam ser identificados.

Nas analises realizadas em amostras de sardinha fresca ndo foi constatada a
presenca de aminas biogénicas (histamina, putrescina e cadaverina) demonstrando
que a matéria prima selecionada para a elaboracdo das sardinhas anchovadas
estavam dentro do parametro estabelecido pela legislacéo vigente. ®>*® Desta mesma

partida de matéria prima, uma amostra da sardinha fresca foi mantida em condicdes
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inadequadas de temperatura para que houvesse a formacéo de aminas biogénicas
sendo posteriormente submetida ao mesmo método de andlise (Figura 2).

Na figura 3 observa-se a curva padrdo de histamina onde foi feita uma
correlacdo entre a concentracdo de histamina e as areas obtidas nos
cromatogramas de cada solugéo padréo injetada (10, 100, 200, 300 e 400 mg.Kg™).
Seguindo com as andlises das amostras de sardinhas anchovadas, as aliquotas
analisadas resultaram na equacéao polinomial de terceira ordem (figura 4) (y = 0,9878
+0,0809x — 0,0012x> + 4,987.10°x%) relacionando a formac&o de histamina ao longo
do processamento tecnoldgico e validade comercial do produto pronto.

O aumento dos teores de histamina nas amostras analisadas ocorre em
funcdo da auséncia de esterilizacdo comercial das sardinhas anchovadas ao longo
do processo tecnologico, 0 que permite que as enzimas bacterianas e tissulares
presentes durante a maturacdo do produto continuem agindo sobre a matriz
alimentar. O mesmo comportamento dos teores de histamina foi demonstrado por
Pombo et al.**

Schulz?® utilizou 0 AQC e coluna AccQ.Tag® Waters® para aminoacido para
analise de histamina em atum obtendo um tempo de corrida médio de 22,3 minutos.
Os resultados do presente estudo demonstram que a utilizagdo da coluna Kinetex®,
propiciou o desenvolvimento de um método com tempo de corrida cromatogréafica de
10 minutos, com uma boa separacao entre os picos dos analitos.

A diminuicdo do tamanho da particula da coluna de ultra performance
utilizada, além de aumentar a area da superficie, permite que haja um equilibrio da
superficie total mais rapidamente.”* A utilizacdo deste tipo de coluna permite a

utilizacdo de fluxo baixo, assim as analises sdo mais rapidas e utilizam menor
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volume de fase movel gerando economia de tempo, material, equipamentos e
reagentes.

O método estabelecido como oficial para a analise de histamina e outras
aminas biogénicas pode ser encontrado na Instrucdo Normativa n°25 do Ministério
da Agricultura.’® Ao comparar os tempos de corrida cromatogréafica de ambos os
meétodos, observa-se que o método proposto reduz o tempo de andlise de 30
minutos para 10 minutos.

Adicionalmente, € importante ressaltar que na metodologia proposta a etapa
de extracdo é simples ocorrendo em uma Unica etapa de homogeneizacdo da
amostra com metanol e posterior aquecimento™ e dupla filtragao.

CONCLUSAO

Os resultados do presente trabalho mostram que o método utilizado é capaz
de separar, identificar e quantificar a histamina, a putrescina e a cadaverina
presentes em amostras de sardinha anchovada utilizando-se de uma extracéo e
derivatizacao simples. A andlise é rapida e gera poucos residuos quando comparada
aos métodos tradicionais, 0 que permite economia de tempo e recursos, além de
uma maior capacidade de analises.
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Figura 1 — Cromatograma da mistura de solu¢des padréo de Putrescina, Histamina e

Cadaverina.
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Figura 2 - Cromatograma de analise de sardinha fresca mantida em

condi¢cBes inadequadas de armazenamento (controle positivo).
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Figura 3 — Grafico contendo a curva padréo da quantificacdo de histamina.
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Figura 4 — Grafico contendo a curva da
quantificacdo de histamina das amostras de
sardinha  anchovada ao longo do
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6 CONCLUSOES E CONSIDERACOES

Com os resultados obtidos concluiu-se que fatores tecnoldgicos tais como a
alta concentracdo de sal e baixa atividade de agua controlam e diminuem o
crescimento e multiplicacdo de microrganismos. No entanto, a utilizacdo de sistemas
de controle da matéria prima, do processo de producdo e de higiene dos
funcionarios, equipamentos e ambiente sdo fundamentais para a obtencdo de
sardinhas anchovadas com qualidade.

Apesar do processamento tecnologico utilizado para a producao de sardinhas
anchovadas nao favorecer a multiplicacdo bacteriana dos géneros relacionados a
formacdo de histamina, a liberacdo de enzimas bacterianas e teciduais na fase
inicial de processamento permite que haja formacéo de aminas biogénicas durante o
processamento tecnoldgico e validade comercial do produto pronto. Por ndo haver
esterilizacdo comercial ao longo do processamento, estas enzimas continuam em
atividade.

Atualmente, o pescado anchovado comercializado e/ou fabricado no Brasil,
tem seu controle de qualidade baseado em legislacdes generalistas de produtos de
origem animal. Entretanto, a elaboracdo de Regulamento técnico de Identidade e
Qualidade de Pescado Anchovado mostra-se importante para a inclusdo de
parametros nado previstos pelas legislagdes disponiveis objetivando um melhor
controle da qualidade e seguranca alimentar do produto nacional e importado
adquirido pelo consumidor.

Acredita-se que mais estudos sobre o0 tema sejam necessarios para
aprofundar o conhecimento sobre a acédo enzimatica na fase de maturacdo do
produto e 0s microrganismos envolvidos no processamento a fim de entender
melhor como controlar a qualidade dos pescados anchovados.

Sugere-se um estudo das reac¢des bioquimica e enzimaticas que ocorre na

fase de pré-salga do processamento tecnolégico proposto como mais eficiente na
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obtencgéo de sardinhas anchovadas com qualidade. Acredita-se que nesta etapa ha
enzimas que poderiam ser identificadas como bloqueadoras do processo de
degradacédo do pescado e enzimas de degradacdo de aminas biogénicas.

Sugere-se, ainda, que sejam realizados experimentos do processamento
tecnologico de sardinhas anchovadas utilizando aditivos conservantes, antioxidantes

e acidulantes.
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FLUXOGRAMAS DE PROCESSAMENTO
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9.2 PROCESSAMENTO TECNOLOGICO B
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9.3 PROCESSAMENTO TECNOLOGICO C
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