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RESUMO

Sardinha verdadeira (Sardinella brasiliensis) e sardinha boca-torta
(Cetengraulis edentulus) sdo peixes de grande interesse comercial no Estado do Rio
de Janeiro, porém altamente susceptiveis a deterioragdo. Sendo assim, o objetivo do
presente estudo foi determinar a validade comercial destas espécies capturadas no
litoral fluminense e mantidas sob refrigeracdo em gelo (0+2°C). As amostras foram
avaliadas fisico-quimicamente em biduo através da analise das Bases Volateis
Totais (BVT), trimetilamina (TMA), histamina (HI), putrescina (PU) e cadaverina (CA)
e diariamente pela quantificacdo de hipoxantina (Hx); bacteriologicamente em biduo
pela Contagem de Bactérias Heterotréficas Aerdbias Mesdfilas (CBHAM) e
Psicrotréficas (CBHAP), contagem de Enterobacteriaceae e enumeragdo de
Entererococcus e, sensorialmente, pelo Método de indice de Qualidade (MIQ)
através da utilizagdo do protocolo de indice de Qualidade (IQ) elaborado por uma
equipe de seis julgadores treinados. Nas amostras de sardinha verdadeira o teor
inicial de BVT e TMA foi 15,40 mg N.100 g”' e 1,85 mg N.100 g, respectivamente.
Nas amostras de sardinha boca-torta foi observado um teor inicial de 14,38 mg
N.100 g para BVT e 2,51 mg N.100 g para TMA. Nas duas amostras o limite
maximo preconizado na legislacéo (30 mg N.100 g™ para BVT e 4 mg N.100 g”' para
TMA) foi alcangado apdés o 14° e 8° dias de estocagem, respectivamente. A
producdo de Hx variou de 0,65 a 2,62 pmol.g™ nas amostras de sardinha verdadeira
e de 1,40 a 2,09 pmol.g™" nas amostras de sardinha boca torta. O contetido de Hl foi
inferior a 2,0 pg.g”', assim como PU e CA mantiveram-se abaixo de 2mg.100g™
durante o periodo de armazenamento nas duas espécies. Apesar da contagem de
Enterobacteriaceae e a enumeragao de Enterococcus spp. ndo serem estabelecidas
na legislagcédo, possuiram valores significativos em fungdo do tempo de estocagem.
Para a CBHAM e CBHAP o limite de 7 log UFC.g" preconizado na legislacdo
internacional foi alcangado apds o 12° e 8° dias de estocagem nas amostras de
sardinha verdadeira e apos o 12° e 6° dias de estocagem, respectivamente e néo
apresentaram conformidade com o estado de conservagao das amostras. O MIQ
sugeriu um 1Q variando de 0 a 19 para as amostras de sardinha verdadeira, sendo
proposto um limite de consumo aceitavel inferior a 11 e para as amostras de
sardinha boca-torta uma variagcdo de IQ de 0 a 23, com um limite de aceitabilidade
menor que 14. Baseando-se nesses resultados conclui-se que o teor de TMA, em
comparagao ao teor de BVT, apresentou melhor concordancia com o grau de frescor
do pescado, assim como o conteudo de hipoxantina, os resultados das analises
bacteriolégicas e o MIQ tiveram boa correlagdo com a qualidade do pescado. Foi
proposta a validade comercial de dez dias para a sardinha verdadeira e nove dias
para a sardinha boca-torta. Porém estudos devem ser realizados concernentes ao



estabelecimento de novos padrdes de BVT e conteludo de hipoxantina para futuras
inclusées no Regulamento Técnico.

Palavras chave: sardinhas, validade comercial, MIQ, hipoxantina, aminas
biogénicas, contagem de bactérias



ABSTRACT

Sardines of the species Sardinella brasiliensis e Cetengraulis edentulus are
fish of great commercial interest in the State of Rio de Janeiro, but highly susceptible
to deterioration. The objective of this study was to determine the shelf life of these
species kept under refrigeration on ice (0+2°C). Physico-chemical evaluation of the
samples were performed at alternated days through analysis of total volatile bases
(TVB), trimethylamine (TMA), histamine (HI), putrescine (PU) and cadaverine (CA);
and daily by the measurement of hypoxanthine (Hx); bacteriological evalutions were
performed at alternated days by Heterotrophic Bacteria Aerobic Mesophilic (CHBAM)
and psychrotrophic (CHBAP) count, Enterobacteriaceae count and Entererococcus
enumeration; and sensorial analysis were performed by the quality indices method
(QIM) using the protocol Quality Index (Ql ) prepared by a team of six trained judges.
In S. brasiliensis samples, the initial content of TVB and TMA was 15.40 mg N.100 g’
' and 1.85 mg N.100 g, respectively. For C. edentulus samples, it was initially
observed a level of 14.38 mg N.100 g™ for TVB and 2.51 mg N.100 g™ for TMA. In
both samples the maximum recommended in the legislation (30 mg N.100 g~ for
BVTand 4 mg N.100 g for TMA) was reached after 14 and 8 days of storage,
respectively. The production of Hx ranged from 0.65 to 2.62 pmol.g™ in samples of S.
brasiliensis and 1.40 to 2.09 pmol.g'1 in samples of C. edentulus. The content of HI
was less than 2.0 pg.g™, as well as PU and CA remained below 2 mg.100 g™ during
the period of storage in the two samples. Although the count of Enterobacteriaceae
and enumeration of Enterococcus spp. are not under the law, they reached
significative values for this storage period. For CHBAM and CHBAP, the limit 7log
CFU™" appointed by the international law was reached after 12 and 8 days of storage
in samples of S. brasiliensis and after 12 and 6 days of storage in samples of C.
edentulus, respectively, showing no correlation with the conservation status of the
samples. The sensorial analysis based on QIM suggested a QI ranging from 0 to 19
for S. brasiliensis, and proposed an acceptable limit consumption of less than 11;
and a QI between 0 and 23 for C. edentulus, with a limit of acceptability below 14.
According to these results, it is concluded that the level of TMA compared to the level
of TVB, showed better agreement with the of freshness of fish, as well as the content
of hypoxanthine, the results of bacteriological analisys and QIM correlated well with
the quality of fish. It was proposed a commercial validity of ten days for the S.
brasiliensis and nine days for the C. edentulus. However, studies about the
establishment of new patterns of TVB and hypoxanthine contents should be
conducted for future additions in Technical Regulations.



Key words: sardines, shelf life, QIM, hypoxanthine, biogenic amines, bacteria count.
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1 INTRODUCAO

A Seguranca Alimentar e Nutricional (SAN) é um tema que atualmente tem
despertado grande interesse das industrias, dos orgados legisladores e dos
consumidores. O objetivo principal da SAN € o direito de acesso regular e
permanente de todas as pessoas a alimentos seguros e saudaveis, em quantidade e
qualidade adequadas. Neste contexto, o pescado se destaca como uma 6tima fonte
de alimento para a humanidade, pois é de facil acesso, com qualidade nutricional
apreciavel e produzido em grande quantidade.

O pescado é um alimento que pode ser encontrado no mercado consumidor
em diferentes formas de apresentacdo como fresco, congelado, em conserva,
salgado entre outros, com uma vasta variagdo de pre¢co que atende a todas as
classes sociais. Além disso, 0 pescado pode ser adquirido diretamente de seu
habitat pelo proprio consumidor através do ato da pesca, seja esta amadora ou de
subsisténcia.

Em muitas regides do mundo o pescado faz parte, desde épocas remotas, da
dieta alimentar e, em alguns paises, representa a principal fonte de proteinas de
origem animal. Atualmente, um numero cada vez maior de pessoas da preferéncia
ao peixe como uma alternativa saudavel a alimentagao, pois em comparagdo com a
carne de outros animais, € mais nutritivo, por ser um alimento rico em proteinas de
alta qualidade, de rapida digestibilidade e rico em aminoacidos essenciais, sendo
fonte importante de vitaminas A, D, B; e B, minerais como ferro, fésforo e calcio e
rico em acidos graxos poli-insaturados, especialmente os da série &mega 3 (w-3).

Apesar da extensdo da costa brasileira a producdo de pescado no Brasil
ainda é pouco representativa economicamente, porém vem apresentando uma

tendéncia de crescimento nos ultimos anos. O Estado do Rio de Janeiro se destaca
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como um dos maiores produtores de pescado, sendo as espécies sardinha-
verdadeira (Sardinella brasiliensis) e sardinha-boca-torta (Cetengraulis edentulus) as
mais comercializadas nesta regido seja sob a forma in natura ou industrializada
(conserva) (IBAMA, 2007).

O pescado é altamente susceptivel aos processos de deterioragao devido a
sua composi¢cao quimica, atividade de agua elevada, teor de gorduras insaturadas
facilmente oxidaveis e, principalmente, ao pH proximo a neutralidade. Essas
caracteristicas aliadas ao tamanho do peixe (peixes pequenos deterioram-se mais
rapidamente), ao tipo de microbiota contaminante, ao tipo de pesca a que sao
submetidos, as praticas inadequadas de preservagédo e processamento, bem como
ao clima tropical da Regido Metropolitana do Rio de Janeiro, contribuem para
depreciacédo do produto com consequente aumento das perdas pés-captura.

Diante destes aspectos, fica evidente a necessidade de um controle de
qualidade péds-captura que diminua as perdas tanto em relagdo as suas
caracteristicas nutricionais, que sdo as mais apreciadas pelos consumidores, quanto
em relagdo a produtividade, que € o grande interesse da industria, bem como em
relacdo ao frescor do produto, pois, havendo um controle de qualidade efetivo,
menor sera o risco de contaminagdo do produto e, consequentemente, a saude

humana, que é a grande preocupacgao dos 6rgaos legisladores.



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Determinar a validade comercial de espécies de sardinhas (Sardinella
brasiliensis e Cetengraulis edentulus) de interesse comercial no Estado do Rio de
Janeiro capturadas no litoral fluminense e mantidas sob refrigeracdo através da

avaliagao dos parametros fisico-quimicos, bacteriolégicos e sensoriais.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar em biduo o teor de bases volateis totais e trimetilamina durante o
periodo de estocagem sob refrigeragao até completa deterioragdo do peixe;

e Determinar diariamente a producdo de hipoxantina durante o periodo de
estocagem sob refrigeracédo até completa deterioracé&o do peixe;

e Avaliar em biduo a produgcdo de aminas biogénicas (histamina, cadaverina e
putrescina) durante o periodo de estocagem sob refrigeragdo até completa
deterioracéo do peixe;

e Acompanhar, por analises bacteriologicas realizadas em biduo, a contagem
de bactérias heterotroficas aerébias mesdfilas e psicrotréficas, a contagem de
Enterobacteriaceae e a enumeragao de Enterococcus spp. durante o periodo
de estocagem sob refrigeragcéo até completa deterioragdo do peixe;

e Caracterizar por analise sensorial a validade comercial destes produtos pela
utilizagéo do Método de indice de Qualidade (MIQ).



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

A seguir serdo abordadas informacbes sobre as espécies estudadas, a
producdo, comercializagdo e qualidade nutricional do pescado, bem como as
alteragdes que ocorrem no pescado durante o periodo de estocagem sob

refrigeragao.

3.1 PRODUCAO E COMERCIO DE PESCADO

A producdo mundial de pescado no ano de 2006, segundo dados da FAO
(Food and Agriculture Organization) (2009), foi estimada em 143,6 milhdes de
toneladas, sendo que somente a China responsabilizou-se por 51,5 milhdes de
toneladas desta producédo. Neste mesmo ano a produgdo brasileira apresentou um
volume de 1.050.808,0 toneladas e, no ano de 2007, um aumento de 2,0%
(1.072.226,0 toneladas), atingindo a colocagéo 21° na produ¢cado mundial. Deste total,
73% sé&o representados pela pesca extrativa marinha e continental (FAO, 2007,
IBAMA, 2007).

A regido sudeste brasileira é a terceira maior regido produtora de pescado por
pesca extrativa marinha (137.666,0 toneladas) representada pelo Estado do Rio de
Janeiro que registrou, em 2007, um crescimento na produgédo de 23,3% (82.528,5
toneladas) sendo a corvina, a sardinha-verdadeira, a cavalinha e a tainha as
espécies que mais contribuiram para este crescimento. Com relacdo a pesca
extrativa continental, ocorreu um decréscimo de 1% na producao do ano de 2007 em
comparagado com a de 2006, com uma producédo de 22.201,0 toneladas (IBAMA,
2007).
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Segundo a FAO (2009), o pescado e seus derivados sao objeto de grande
comercializagao, pois mais de 37% da produgao total entra no mercado internacional
sob diversas formas de produtos para a alimentacdo humana e animal. Em 2006, 54
milhdes de toneladas de pescado foram exportados, o que representa um
decréscimo de 4% em relagdo ao ano anterior, porém para alimentagdo humana
houve um aumento de 5% em relagdo ao mesmo ano, que representa mais de 80
bilhdes de ddlares na balanga comercial (ibid).

No Brasil, a partir de 2004 os saldos das exporta¢des apresentaram tendéncia
declinante. Em 2006, 77.139,0 toneladas da producao de pescado foi destinada a
exportagao e, em 2007, houve um decréscimo de 24,55% sendo exportado apenas
58.198,0 toneladas. Com relacdo a importacdo, no ano de 2006 houve um
crescimento de 23,6% da taxa de importagéo (180.374,0 toneladas) e, no ano de
2007, esse crescimento foi ainda maior (209.808,0 toneladas). Essa situagao
associado a intensificagao da politica cambial de valorizagdo do real com relagao ao
délar, ao decréscimo no valor das exportagdes, ao crescimento no valor das
importagdes, ao aumento do consumo per capita de pescado (de 6,29kg em 2006
para 6,75kg em 2007) e ao crescimento no preco médio das importagdes, levou a
um déficit na balanga comercial brasileira no ano de 2007, que tem demonstrado
tendéncia declinante a partir de 2004, conforme apresentado na figura 1 (IBAMA,
2007).
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Figura 1 — Representagao grafica do comportamento da balanga comercial brasileira
de produtos pesqueiros (1996-2007). Fonte: IBAMA (2007).
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Em 2007 os principais fornecedores de pescado para o Brasil foram Noruega,
Chile, Argentina, Portugal, Uruguai e Marrocos. Neste mesmo ano a importagao
brasileira de pescado atingiu 209.808,0 toneladas o que equivalia a US$561,606. O
Estado do Rio de Janeiro importou 39.164,0 toneladas de pescado, ficando atras
apenas do Estado de Sao Paulo, que foi responsavel por mais da metade das

compras efetuadas pelo Brasil ao exterior (ibid).

3.1.1 Sardinha verdadeira (Sardinella brasiliensis)

A sardinha-verdadeira (Sardinella brasiliensis) pertence a familia Clupeidae e
€ uma espécie pelagica de pequeno porte (90 a 270mm de comprimento),
subtropical (19-24°C), de habitos costeiros (15 a 100m de profundidade) endémica
da costa brasileira, geograficamente isolada das demais espécies. Distribui-se desde
o Cabo de Sao Tomé (Rio de Janeiro, RJ - 22°S) até o Cabo de Santa Marta (Santa
Catarina, SC - 28°S) (PAES; SOPPA; SOUZA, 2007; PAIVA; MOTA, 2000).

A pesca da sardinha-verdadeira no Brasil teve inicio, em escala industrial, no
final dos anos 60 e se desenvolveu rapidamente até 1973, quando atingiu um
montante recorde de 223 mil toneladas anuais. Na década de 80, a captura baixou
para um patamar de 100-155 mil toneladas e, no final dos anos 90, atingiu 0 menor
valor da histéria desta pescaria (aproximadamente 17 mil toneladas anuais). Um dos
motivos desse colapso da produgao pesqueira foi a redu¢cado do cardume de sardinha
devido a sobre-pesca. Sendo assim, a sardinha brasileira vem sendo submetida ao
controle oficial de produgao por intermédio do periodo de defeso, que tem como
objetivo, a recuperagdo da biomassa da espécie através da proibicdo da pesca
durante 3 a 4 meses (primavera-verao) coincidentes com a época de desova
(IBAMA, 2009; PAES; SOPPA; SOUZA, 2007; PEREIRA; TENUTA-FILHO, 2005).

Em virtude do declinio da produgao de sardinha e, consequente, aumento das
pressdes de mercado, o Brasil tem importado esta matéria-prima de outros paises
como Venezuela, Mauritania, Marrocos e Russia para suprir as necessidades do
parque industrial (IBAMA, 2004). Segundo dados do IBAMA (2007) em 2007, das
209.808,0 toneladas de pescado importado, 56.722,0 toneladas foram de sardinha
em diferentes formas de apresentag&o (congelada, filé).
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Na Regidao Sudeste-Sul, a sardinha verdadeira € o mais tradicional recurso
pesqueiro e sua pesca € realizada tanto em escala artesanal como industrial. Em
2007, somente nesta regido, houve um crescimento de 3,2% na produgdo de
sardinha, atingindo um montante de 59.939,5 toneladas e no Rio de Janeiro a
producao teve um aumento de 74,6%. Neste Estado o alargamento da plataforma
continental e a marcante influéncia de aguas subtropicais, mais frias e mais ricas em
nutrientes, permite a sustentacdo de grandes populagbdes de peixes pelagicos, entre
0s quais se destaca a sardinha-verdadeira (IBAMA, 2004; 2009; JABLONSKI; DU
MONT; OLIVEIRA, 1997). Paiva; Motta (2000) ao estudarem a ocorréncia de
cardumes de sardinha-verdadeira em aguas costeiras do estado do Rio de Janeiro
observaram que os cardumes eram mais frequentes e de maior peso na area de llha
Grande (Angra dos Reis) e nos arredores de Cabo Frio, locais sob influéncia da
ressurgéncia. Observaram também que o periodo de maior producdo e
produtividade das pescarias correspondeu aos meses de abril-junho (outono), logo
apods a época de reproducio, que o periodo de menor produgao e produtividade das
pescarias ficou restrito aos meses de julho-setembro (inverno) e, que em outubro,
houve um aumento da produgao e da produtividade, sendo que aquela caiu nos dois
meses finais e esta cresceu até dezembro (primavera), quando o estoque ja se
encontrava em época de desova.

O Estado do Rio de Janeiro no passado foi considerado um importante
parque industrial que correspondeu, em termos de capacidade instalada, ao maior
centro de enlatamento de pescado da América Latina. Porém, em virtude do declinio
do estoque da sardinha verdadeira, matéria prima basica para a industria, houve
uma retracdo das atividades (IBAMA, 2004; JABLONSKI; DU MONT; OLIVEIRA,
1997).

Em 2004, em Santa Catarina, o quilo da sardinha fresca caiu em média de
R$1,80 para R$0,50, situacdo que ocorreu devido a uma falsa impressdo de boa
safra associado ao surgimento de cardumes concentrados nas areas de atuagao da
frota. Porém devido ao valor pago nao cobrir 0s gastos da viagem, a frota pesqueira
de cerco dos municipios de Itajai e Navegantes, que correspondia a 57% da
producado nacional de sardinha, paralisou suas atividades como forma de protesto, o
que resultou num acordo que fixou o valor minimo/quilo em R$1,10 ja contabilizando
os impostos. No Estado do Rio de Janeiro o prego médio pago na primeira
comercializagdo da sardinha era R$1,30 (IBAMA, 2004; 2007).
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3.1.2 Sardinha boca-torta (Cetengraulis edentulus)

A sardinha boca-torta (Cetengraulis edentulus) € uma espécie pelagica que
pertence a familia Engraulidae da qual fazem parte peixes que ocorrem com maior
abundancia em aguas marinhas tropicais (FISHBASE, 2009). Esta espécie possui
ampla distribuicdo (do Caribe e Panama a costa do estado de Santa Catarina)
(FIGUEIREDO; MENEZES, 1978) e é encontrada predominantemente em aguas de
baixa salinidade, turvas e pouco profundas com caracteristicas de fundo lodoso,
como baias e estuarios préximos de areas de manguezais (VIVATERRA, 2009)
conforme constatado por Gay; Sergipense e Rocha (2000) e Silva et al. (2003) ao
estudarem a distribuicdo espaco-temporal desta espécie em diferentes areas do
sistema lagunar de Itaipu e na Baia de Sepetiba, respectivamente.

A sardinha boca torta vem sofrendo intensiva pesca nos ultimos anos devido
ao incentivo do Governo Federal para captura de exemplares que séao
industrializados e comercializados no Nordeste do Brasil, visando suprir as
deficiéncias da pesca da sardinha (SILVA et al., 2003).

No Estado do Rio de Janeiro a pesca artesanal da sardinha boca torta
representa fonte de renda para muitos pescadores além de ser uma das principais
especies desembarcadas na Baia de Guanabara. Somente em 2007, segundo
dados do IBAMA (2009) o volume de pesca no Estado atingiu 3.670,0 toneladas,
sendo 3.499,5 toneladas representadas pela pesca artesanal. Esse total colocou
esta espécie como a 52 mais pescada nesta regiao.

A sardinha boca torta possui grande interesse comercial para as industrias de
pescado em conserva do Estado do Rio de Janeiro, pois s&o peixes que apresentam
um precgo baixo para primeira comercializagdo (em torno de R$ 0,30), o que torna o
custo para industrializagcao deste produto também baixo, havendo desta forma uma
agregacao de valor e, consequentemente, uma comercializag&o lucrativa do produto
final (ibid).
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3.2 QUALIDADE NUTRICIONAL DO PESCADO

O pescado é muito nutritivo, rico em micronutrientes, minerais, acidos graxos
essenciais e proteinas e representa um valioso complemento nas dietas pobres em
vitaminas e minerais essenciais (FAO, 2007).

A composicao quimica varia consideravelmente entre as diferentes espécies
assim como entre individuos de uma mesma espécie, dependendo da idade, sexo,
meio ambiente, estacdo do ano, comportamento migratorio, maturagdo sexual e
ciclos alimenticios (HUSS, 1999).

O teor de proteinas no peixe é bastante constante na maioria das espécies,
variando de 16 a 21%. Essas proteinas apresentam alto valor bioldgico e,
consequentemente, nutricional, com um balanceamento de aminoacidos essenciais,
comparavel a proteina padrdo da FAO, sendo especialmente rico em lisina
(OGAWA; MAIA,1999). Na Tabela Brasileira de Composi¢ao de Alimentos (LIMA et
al., 2006), o contetido de proteinas em sardinhas inteiras cruas é de 21,19.100g™" de
parte comestivel. Uma variagcdo de 18,9% e 19,0% de proteina foi encontrada por
Bruschi (2001) e Santo (2003), respectivamente, ao analisarem filés de sardinha
verdadeira (Sardinella brasiliensis).

A fracao lipidica é o conteudo que mais apresenta variagao entre as espécies
de pescado (0,2-25%) (HUSS, 1999). Em sardinhas inteiras cruas o conteudo de
lipideos, segundo a Tabela Brasileira de Composi¢do de Alimentos (LIMA et al.,
2006), é de 2,7g/100g de parte comestivel. Conteudo semelhante foi encontrado por
Santo (2003) ao avaliar filés de sardinha verdadeira (3,1%), porém Bruschi (2001) e
Guttierrez e Silva (1993) detectaram valores mais elevados (7,8% e 7,7%,
respectivamente) o que pode ter ocorrido em fungdo da alimentagao, época do ano,
fase de vida entre outros fatores que interferem no conteudo deste componente.

Os lipideos, além de fonte energética, sao ricos em acidos graxos
poliinsaturados da série w-3, especialmente EPA (acido eicosapentaendico) e DHA
(acido docosahexaendico) que apresentam efeitos redutores sobre os teores de
triglicerideos e colesterol sanguineo, reduzindo consequentemente os riscos de
incidéncia de doengas cardiovasculares como arteriosclerose, enfarto do miocardio,
trombose cerebral e outras (OGAWA; MAIA,1999). Guttierrez e Silva (1993) ao

avaliarem o conteudo lipidico da sardinha verdadeira observaram um valor médio de
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EPA (1,52 g.100g™") 3 a 4 vezes maiores que os da DHA (0,41 g.100 g') enquanto
que Visentainer et al. (2000) objetivando estudar a composi¢cédo quantitativa do EPA
e do DHA em diferentes partes do corpo de espécies de peixes marinhos da costa
brasileira observaram valores médios de 14,81% de DHA e 13,77% de EPA nas
amostras de olho de sardinha e 20,16% de DHA e 18,68% de EPA nas amostras de
filé de sardinha. Esses autores observaram ainda que a sardinha e o bonito
apresentaram os maiores somatorios para os niveis desses acidos graxos em filés,
mostrando ser uma boa fonte alimentar destes acidos, especialmente a sardinha
pelo preco acessivel de comercializagdo no Brasil.

O conteudo de carboidratos no musculo do pescado € muito baixo,
geralmente inferior a 0,5%. Em sardinhas inteiras cruas, Lima et al. (2006) n&o
detectaram a presenca deste componente.

O pescado pode ser ainda uma excelente fonte de minerais fisiologicamente
importantes, tais como magnésio, manganés, zinco, cobre, calcio, fésforo, ferro e
jiodo. E também rico em vitaminas hidrossoliveis do complexo B, porém,
destacando-se como majoritarias as vitaminas lipossoluveis A e D (HUSS, 1999;
LUDORFF; MEYER, 1978; OGAWA; MAIA,1999; SANTOS, 2006).

3.3 ALTERAGCOES DO PESCADO REFRIGERADO

Como consequéncia de sua composi¢ao quimica e do pH pouco acido de sua
carne, o pescado se degrada com facilidade (SANCHEZ-CASCADO, 2005).

Logo apds a captura do peixe iniciam-se os processos de alteragdo. Huss
(1997) afirma que o desenvolvimento desses sinais ocorre devido a um conjunto de
fendbmenos microbioldgicos, oxidativos e autoliticos. Ainda segundo o mesmo autor a
deterioragcdo ou as alteragdes autoliticas sdo responsaveis pela perda inicial da
qualidade do peixe fresco, mas contribuem muito pouco para a deterioracdo do
peixe refrigerado que ocorre, principalmente, devido a agdo das bactérias. Para
Contreras-Guzman (1994) na primeira etapa a formagdo de compostos pela agao
autolitica ndo pode ser evitada, porém regulada; ja na segunda etapa, a formagao de
compostos por atividade microbiana pode ser controlada até certo limite pelo

emprego de processos tecnologicos.
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A alteracdo do pescado depende de fatores distintos tais como a espécie,
pois 0s peixes chatos se alteram mais rapidamente que os redondos; o tamanho, ja
que os maiores se deterioram mais lentamente; as condi¢gdes do pescado no
momento da captura, uma vez que a agonia prolongada provoca maior consumo de
glicogénio, cuja falta acelera o aparecimento de fendbmenos de alteragao; o tipo de
microbiota contaminante, visto que se a contaminagdo corporal e intestinal do
pescado € alta e a que se instaura apos captura também ¢é elevada, a alteracéo sera
maior e mais rapida (SANCHEZ-CASCADO, 2005) e ainda o teor de gordura do
pescado, a época de captura e o tipo de alimentagao (ABABOUCH et al., 1996).

Varios sao os fatores que contribuem para a perda da qualidade e aceleragao
do processo de deterioracdo do pescado tais como as mas condicbes de
manipulagdo com consequentes traumas mecanicos, 0 uso de refrigeragao
deficiente que pode ocorrer em etapas que antecedem ao consumo, tanto a bordo
das embarcagdes pesqueiras, logo apdés a captura, como em terra, durante o
transporte rodoviario (LUDORFF; MEYER, 1978; PEREIRA; TENUTA-FILHO, 2005;
SANTOS, 2006). No Estado do Rio de Janeiro fatores tais como o carater precario
do controle da pesca e desembarques artesanais na regidao da baia da Guanabara,
bem como o clima da Regidao Metropolitana com caracteristicas tropicais, contribuem
ainda mais para a depreciagdo do produto com consequente aumento das perdas
pos-captura (JABLONSKI; DU MONT; OLIVEIRA, 1997).

Segundo a legislacdo brasileira (BRASIL, 2008), para o pescado ser
considerado deteriorado e, portanto, improprio para o consumo, deve apresentar
teor de bases volateis superior ou igual a 30 mg N.100 g™, teor de bases volateis
terciarias, superior ou igual a 4 mg N.100 g™, pH da carne externa superior ou igual
a 6,8, e da carne interna superior ou igual a 6,5 e reagao positiva de gas sulfidrico e,
segundo a Portaria n°185 (BRASIL, 1997), teor de histamina acima ou igual a 10
mg.100 g' para as espécies pertencentes as familias Scombridade,
Scombresocidae, Clupeidae, Coryyphaenidae e Pomatomidae. Entretanto na
legislagao nacional ndo consta a determinagédo de hipoxantina que € um produto do
metabolismo do ATP importante na determinagao do grau de frescor do pescado.

Com relagdo aos padrdes bacteriologicos, na legislagao brasileira (BRASIL,
2001) para que o pescado resfriado seja considerado impréprio para consumo deve
apresentar uma contagem de estafilococos coagulase positivo superior a 10°UFC.g™"

e a presenca de Salmonella spp. em 25g de amostra. A legislagdo nacional nao
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prevé limites para Enterococcus spp. e Enterobacteriaceae em pescado, porém
essas analises sdo importantes por indicarem o estado higiénico-sanitario das
amostras além, desses microrganismos estarem diretamente envolvidos com a
producdo de histamina. Na legislagdo também ndo consta a contagem de bactérias
heterotroficas aerdbias mesoéfilas e psicrotroficas, importantes por avaliarem a
qualidade sanitaria e o grau de deterioracdo das amostras, respectivamente, sendo
assim, usa-se como referéncia o estabelecido na legislagdo internacional (10’
UFC.g™") (ICMSF, 1974).

Segundo Ogawa e Maia (1999) para se evitar a deterioragdo do pescado é
necessario conserva-lo em condicdes desfavoraveis ao desenvolvimento e
proliferagdo de microrganismos com o0 uso de baixa temperatura, processa-lo
objetivando a criacdo de um estado inconveniente para o desenvolvimento de
microrganismos ou eliminar os microrganismos contaminantes do pescado.

Diversos trabalhos (ABABOUCH et al.,1996; KODAIRA; TOME; PEREZ,
2001; SURTI; TAYLOR; MA’RUF, 2001; TOME et al., 2001; VECIANA-NOGUES;
MARINE-FONT; VIDAL-CAROU, 1997) comprovaram que o uso correto de baixa
temperatura na conservagao do pescado aumenta a validade comercial desses

produtos.

3.3.1 Alteragdes quimicas

A perda da qualidade inicial do pescado € primariamente causada por
mudangas autoliticas que ocorrem pela acdo de enzimas endoégenas dos musculos
ou que extravasam das visceras e nao por atividade microbiana. Traumas
mecanicos originados na captura, que variam segundo a tecnologia empregada no
manuseio, estocagem a bordo, descarga em terra e distribuicao do pescado,
contribuem para que as enzimas contidas nas visceras tenham acesso ao musculo
agindo autoliticamente. De especial importancia neste contexto € a degradacao dos
nucleotideos que é causada por enzimas autoliticas. As mudancas autoliticas
contribuem para a deterioragdo, principalmente pela formagdo de -catabdlitos
disponiveis para o crescimento bacteriano (GRAM; HUSS, 1996; PEREIRA;
TENUTA-FILHO, 2005).
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A atividade autolitica ocorre porque, apés a morte, com a paralisagcao da
corrente sanguinea e, consequentemente, do aporte de glicose e outras matérias-
primas para a produgcao de adenosina trifosfato (ATP), os tecidos ficam privados da
principal fonte energética para os processos metabadtitos e as células gradualmente
perdem a capacidade de manter a integridade (PEREIRA; TENUTA-FILHO, 2005).

Contudo, esses autores destacam ainda que fatores tais como temperatura e
tempo de estocagem, estado nutricional da espécie na captura, composi¢gao quimica
da espécie e estagio do ciclo reprodutivo afetam o processo de autdlise.

Outro tipo de alteracdo quimica que merece destaque €& a deterioragao
oxidativa lipidica que afeta diretamente os acidos graxos poliinsaturados como EPA
e o DHA, anulando o seu valor nutricional e funcional, além da produgcdao de
compostos toxicos. Neste caso, os lipideos reagem com o oxigénio, radicais livres ou
enzimas formando hidroperoxidos, instaveis, que se decompdem em radicais peroxi
ou alcoxi. Os peroxidos oxidam as substancias lipidicas ou se convertem a
compostos carbonilicos mais estaveis, sendo o principal deles o aldeido malénico
que esta envolvido no envelhecimento, mutagénese e carcinogénese (ibid).

Segundo Gram e Dalgaard (2002) alguns metabdlitos da deterioragdo podem
ser utilizados como indices de qualidade. Esses autores citam ainda que os produtos
da degradagdo do ATP e a presenga de aminas biogénicas tém sido utilizados

durante algum tempo como indices de qualidade para o pescado.

3.3.1.1 Bases volateis totais e trimetilamina

As Bases Volateis Totais (BVT) constituem-se no conjunto das bases
nitrogenadas trimetilamina (TMA), dimetilamina (DMA), monometilamina (MMA) e
amoénia, presentes no musculo do pescado em proporgdes variaveis segundo a
espécie e o estado de deterioracdo da amostra (GIANNINI, 2003).

A determinacdo das BVT é um dos métodos mais amplamente utilizados para
avaliar a qualidade do pescado, o qual inclui a medida de TMA (produzida por
bactérias deteriorantes), DMA (produzida por enzimas autoliticas durante a
estocagem em congelamento), amoénia (produzida por desaminagado de aminoacidos
e catabdlitos de nucleotideos) e outros compostos nitrogenados basicos volateis

associados a deterioragdo do pescado (HUSS, 1999). Segundo Pereira e Tenuta-
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Filho (2005) esta é a técnica nao sensorial mais usada na garantia de qualidade
industrial.

Do mesmo modo, também sao utilizados os niveis de TMA e DMA para esta
finalidade (TIMM; JORGENSEN, 2002). Segundo Contreras-Guzman (1994), nos
peixes armazenados em gelo sob condicbes de aerobiose ha o favorecimento da
formagao de TMA, enquanto que o armazenamento em condicdes anaerdbicas ou
parcialmente aerobicas favorece a formagdo de DMA e formaldeido (FA). O autor
ainda destaca que os peixes de carne escura formam TMA no musculo ordinario em
condigdes aerdbicas, tanto a 0°C quanto sob congelamento.

Como as BVT também incluem a amébnia, que esta presente no pescado
fresco, os valores iniciais sdo bem acima de zero. O musculo branco do pescado
magro, por exemplo, apresenta BVT ao redor de 20 mg N.1009'1. A medida que o
pescado se degrada, ha um aumento exponencial no valor de BVT e da contagem
bacteriana (PEREIRA; TENUTA-FILHO; 2005).

Huss (1999) destaca que, apesar da analise de BVT ser de facil realizagéo,
revela apenas estagios mais avancados da deterioragao, além de nao refletir o modo
inicial deste processo (bacteriano ou autolitico). A TMA, ainda segundo o mesmo
autor, também ndo indica estagio inicial da deterioragdo, porém a vantagem de
utilizar este método em vez da contagem bacteriana € a rapidez do teste e a maior
exatiddo que é proporcionada em relagdo ao estagio de deterioragdo. Entretanto,
existem controvérsias sobre a efetividade destes parametros uma vez que em
algumas espécies de pescado, alteracbes significativas nos teores destes
compostos somente ocorrem quando os sinais de deterioragcdo ja sdo perceptiveis
sensorialmente (LAPA-GUIMARAES; PICKOVA, 2004).

Ababouch et al. (1996) afirmaram que devido as diferengas observadas nos
resultados entre varias espécies de peixes, a produgao de TMA e de BVT nao pode
ser utilizada como um padrao especifico para todas as espécies, visto que ha
diferentes concentragdes de oxido de trimetilamina (OTMA) em cada uma delas,
principalmente, entre os elasmobranquios e os teledsteos.

O OTMA constitui uma parte da fragao do nitrogénio nao protéico e é utilizado
por algumas bactérias tais como Aeromonas spp., Enterobacteriaceae
psicotolerantes, Photobacterium phosphoreum, Shewanella putrefaciens e Vibrio

spp. como aceptor de elétrons na respiragdo anaerobica para produzirem
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trimetilamina (TMA) no decorrer do periodo de estocagem (GRAM; DALGAARD,
2002; HUSS, 1999; JAY, 2005; LUDORFF; MEYER, 1978; OGAWA; LIMA, 1999).

A deterioracao do peixe fresco € certamente influenciada pela presenca de
OTMA, especialmente nas condi¢des em que oxigénio € excluido e pela presenga
de bactérias “especificas da deterioracdo” (GRAM; HUSS, 1996; HUSS, 1999).

O OTMA pode ser encontrado em quantidade de 1 a 5% no tecido muscular,
porém esse valor depende da espécie do pescado, estagdo do ano, area da pesca
entre outros fatores. As maiores quantidades se encontram nos elasmobranquios e
lulas (75-250 mg N.100 g™"), o bacalhau possui em torno de 60-120 mg N.100 g™,
enquanto que as espécies planas e pelagicas possuem o minimo (HUSS; 1999). Ha
ainda espécies que nao possuem OTMA (CONTRERAS-GUZMAN, 1994).

Shakila, Vijayalakshmi e Jeyasekaran (2003) avaliaram seis importantes
espécies de peixe (Rastrelliger kanagurta, Sardinella fimbriata, Lethrinus miniatus,
Nemipterus japonicus, Carangoides armatus e Sphyraena barracuda)
comercializadas na India mantidas armazenadas em temperatura ambiente e
observaram uma grande variacdo no teor BVT e TMA entre as espécies para o
mesmo periodo de estocagem. Concluiram que a producéo desses compostos nao
pode ser utilizada como indicadores universais de qualidade, como um padrao
especifico para todas as espécies, como Ababouch et al. (1996) ja haviam
mencionado. Na sardinha (Sardinella fimbriatta), esses autores detectaram que o
nivel permitido de BVT (30 mg N.100 g”') e de TMA (10 mg N.100 g™ foi atingido
apods 18 e 15 horas, respectivamente .

Marrakchi et al. (1990), trabalhando com sardinhas européias (Sardina
pilchardus) estocadas em gelo verificaram uma validade comercial de nove dias,
levando de 10 a 15 dias para atingir o valor de 30 mg N.100 g preconizado na
legislacao brasileira (BRASIL, 2008). Ababouch et al. (1996), ao avaliarem sardinhas
desta mesma espécie estocadas em gelo, registraram dois padrdes diferentes de
evolugdo das BVT devido a microbiotas distintas — um que atingiu 45 mg N.100 g
em 200 horas, devido ao crescimento de Shewanella putrefaciens, e outro que
chegou a 30 mg N.100 g™ em 400 horas, em fungdo da presenca de Pseudomonas
spp. evidenciando assim a influéncia microbiolégica sobre a produgdo de bases
volateis. Erkan e Ozden (2008) também estudando sardinhas européias inteiras e
evisceradas estocadas a 4°C observaram inicialmente um valor médio de BVT de

11,11 e 10,18 mg N.100 g'1, respectivamente, atingindo ao final de nove dias uma
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média de 29,03 mg N.100 g"' nas sardinhas inteiras e 15,03 mg N.100 g~ nas
sardinhas evisceradas. Com relagao ao teor de TMA esses autores detectaram
inicialmente 2,5 e 2,6 mg N.100 g™ e, ao final do estudo, 4,16 e 2,36 mg N.100 g™
nas amostras de sardinhas inteiras e evisceradas, respectivamente, concluindo,
portanto, que a atividade enzimatica e bacteriana que ocorre nos 6rgaos internos
das sardinhas, influencia diretamente no teor das BVT.

Aubourg, Sotela e Pérez-Martin (1998) avaliaram sardinhas européias
congeladas estocadas a -10°C e a -18°C e observaram que a produgdo de BVT
ocorreu num ritmo mais lento nas sardinhas estocadas a -18°C. Destacaram ainda
que em peixes congelados a quebra de trimetilamina ou aminoacidos leva ao
acumulo de dimetilamina e NHs, respectivamente e que em sardinhas congeladas a
principal via de formagao de BVT parece ocorrer por desaminagado de aminoacidos.

Oetterer et al. (2003) observaram que na fermentagdo de sardinhas em
diferentes condi¢des (inteiras e evisceradas, com ou sem condimentos e 20% de
sal) o contetido médio inicial de BVT foi de 19,32 mg N.100 g e que apéds 60 dias
de armazenamento o0s menores valores foram observados nas amostras
evisceradas com condimentos e sal, enquanto os maiores valores foram detectados
nas amostras de sardinhas inteiras sem tratamento. Esses autores enfatizaram que
apesar de no processamento do pescado com visceras, terem sido encontrados os
maiores valores para BVT, ndo ocorreu interferéncia na seguranca microbioldgica
sendo este processamento o que propiciou os melhores resultados para cor, aroma,
sabor e textura do produto final.

Kilinc e Cakli (2004) observaram que em sardinhas em processo de
marinagéo o teor médio inicial de BVT e TMA na matéria-prima crua descongelada
foi de 10,3 e 0,88 mg N.100 g'1, respectivamente e que, apos terem sido colocadas
em barris com solugdo de 7% de acido acético e 14% de cloreto de sdédio, foi
observado um teor de BVT de 6,53 mg N.100 g’ e TMA de 1,07 mg N.100 g™,
atingindo 11,2 e 1,48 mg N.100 g, respectivamente ao final de 22 dias de processo.
Esses autores ndo observaram diferengas significativas nesses valores durante todo
0 processo, porém justificaram o declinio do teor das BVT no inicio da marinagao
devido ao efeito do acido acético e sal usados no processamento, assim como pela
lixiviacdo dos componentes das BVT.

Pereira e Tenuta-Filho (2005) avaliaram as condigdes de comercializagdo da

sardinha verdadeira fresca, descongelada e processada no municipio de Sao Paulo
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(SP) e observaram um valor médio de BVT de 15,75 mg N.100 g’ nas amostras de
sardinha fresca comercializada no mercado atacadista e um valor médio de 27,06 e
27,69 mg N.100 g' nas amostras de sardinha fresca e sardinha descongelada,
respectivamente comercializadas em feiras livres sugerindo portanto que a evolugao
das BVT nas sardinhas comercializadas em feiras livres pode ter ocorrido devido as
condigcdes de manuseio e estocagem deficientes. Nas sardinhas anchovadas um
valor médio de BVT de 62,96 mg N.100 g~ foi encontrado o que pode estar
relacionado com o processo de cura no qual ocorre intensa atividade de enzimas
bacterianas formando grandes quantidades de produtos nitrogenados de
degradacao.

Ndaw et al. (2008) estudaram o efeito de cepas de bactérias acido latica na
conservagao de sardinhas fermentadas com 5% de NaCl e 4% de glicose e
observaram um teor médio de BVT inicial de 11,25 mg N.100 g'1 que passou para
36,31 mg N.100 g apds trés semanas de armazenamento, sendo que na amostra
controle foi observado um contetido de 118,74 mg N.100 g'. Para TMA esses
autores detectaram inicialmente 0,81 mg N.100 g™ atingindo 11,26 e 19,56 mg N.100
g'1 nas amostras tratadas e controle, respectivamente. Concluiram, portanto que
esse processo biotecnologico pode ser conveniente na conservacdo de sardinhas
fermentadas.

Pombo et al. (2009) ao avaliarem sardinhas anchovadas de diferentes marcas
comerciais encontraram uma variacdo de BVT entre 42,8 e 124,7 mg N.100 g™
Esses autores ainda avaliando trés tipos de processamento tecnoldgico da sardinha
anchovada observaram que naqueles em que a evisceragdo nao era realizada os
valores de BVT eram mais elevados, atribuindo este fato a presencga das visceras,
que tem uma microbiota que influi na decomposi¢ao do pescado.

Teodoro, Andrade e Mano (2007) objetivando avaliar o efeito da embalagem
de sardinhas (Sardinella brasiliensis) em atmosfera modificada mantidas sob
refrigeragao, observaram que a partir do 10° dia a amostra controle (sem tratamento)
apresentou valores acima do permitido na legislagdo (30 mg N.100 g') e a amostra
embalada a vacuo apresentou-se imprépria a partir do 13° dia. Contudo, nas
amostras embaladas com CO; a presenca de BVT acima do limite estabelecido
somente foi detectada no 20° dia de armazenamento. Concluiram portanto que a

embalagem em atmosfera modificada pode ter influenciado no numero de bactérias
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presentes e/ou na habilidade dessas bactérias para agir na desaminagcdo dos

compostos nitrogenados n&o protéicos.

3.3.1.2 Hipoxantina

A degradacao do ATP pode refletir as primeiras alteragdes no pescado antes
do crescimento bacteriano (VECIANA-NOGUES; MARINE-FONT; VIDAL-CAROU,
1997). Este processo inicia-se logo apds a morte do pescado por agao de enzimas
presentes no musculo originando, em sequéncia, 0s seguintes compostos
(VENUGOPAL, 2002):

ATP - ADP - AMP - IMP - HXR - Hx - X —> U

Sendo ATP - adenosina trifosfato; ADP — adenosina difosfato; AMP —
adenosina monofosfato; IMP — inosina monofosfato; HxR — inosina; Hx -
hipoxantina; X — xantina; U — acido urico.

A passagem de ATP a IMP é rapida e se processa desta forma até quando o
pH se torna mais ou menos constante. Contudo, a transformagao de IMP em Hx é
mais demorada. Sendo assim, o IMP é acumulado na etapa inicial, fato que contribui
para a definicdo do paladar do peixe, uma vez que este nucleotideo € um importante
componente relacionado ao sabor. Com o tempo, quando a qualidade do peixe
decresce, verifica-se aumento dos niveis de Hx e HxR. Apenas Hx tem um efeito
direto sobre o sabor amargo dos peixes em deterioracédo, portanto, seu conteudo
constitui um bom indicador do grau de frescor do peixe (GRAM; HUSS, 1996; HUSS,
1999; OGAWA; MAIA, 1999).

Segundo Gram e Huss (1996) a hipoxantina pode ser formada pela
decomposicdo autolitica de nucleotideos, mas também pode ser formada por
bactérias, sendo a taxa de formacéao por bactérias superior a autolitica.

A degradacdo do ATP procede da mesma forma na maioria dos peixes,
porém a velocidade de cada reagao varia enormemente entre uma espécie e outra
(HUSS, 1999).

Veciana-Nogués, Marine-Font e Vidal Carou (1997) analisaram atuns

estocados a 0, 8 e 20°C e observaram que durante todo o tempo de
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armazenamento, IMP diminuiu, atingindo valores muito baixos no final do estudo nas
trés temperaturas. Contudo, o conteudo de HxR e Hx aumentou, sendo que a partir
de um certo momento, em conformidade com o tempo e temperatura de
armazenamento, o conteudo de HxR declinou enquanto o de Hx continuou
aumentando. A 0°C, os conteudos de HxR foram superiores aos dos Hx. Como no
mesmo estudo os autores observaram que o crescimento bacteriano foi maior nas
temperaturas de armazenamento a 8 e 20°C concluiram haver uma relagdo entre o
crescimento bacteriano e o aumento de HxR e Hx.

Lakshamanan, Antony e Gopakumar (1996) ao avaliarem a degradacgao de
nucleotideos em duas espécies de peixe (Liza corsula e Etroplus suratensis)
detectaram, imediatamente apds a captura, um teor de Hx de O,175pmol.g'1 e 0,16
umol.g”" na 12 e 22 espécie, respectivamente. Apds 15 dias de estocagem em gelo,
observaram que na primeira espécie o conteudo de Hx aumentou para 1,913 ymol.g”
' e na segunda espécie aumentou para 1,14 pmol.g™.

Kodaira, Tomé e Pérez (2001) ao analisarem hibridos de Cachama
(Colossoma macropomum x Piaractus brachypomus) cultivados armazenados em
temperatura de 0, 10 e 27+ 3°C e por Ozogul e Ozogdul (2002) ao avaliarem trutas
(Oncorhynchus mykiss) armazenadas em gelo e atmosfera modificada, encontraram
resultados semelhantes aos observados por Veciana-Nogués, Marine-Font e Vidal
Carou (1997). Ozogul e Ozogul (2002) constataram ainda que os valores de Hx
foram maiores nas amostras embaladas sob aerobiose quando comparados com as
embaladas em CO,, concluindo, desta forma, que este composto tem efeito inibitério
sobre o nivel de Hx.

Ozogul, Ozogul e Kuley (2007) em estudo com sardinhas da espécie S.
pilchardus armazenadas sem gelo a 4°C, em embalagem a vacuo e em embalagem
sob atmosfera modificada constataram que a degradacao dos nucleotideos foi mais
rapida nas amostras estocadas a 4°C e que o nivel de Hx aumentou linearmente
com o tempo de armazenamento, apresentando um ligeiro aumento nas amostras
embaladas em atmosfera modificada quando comparadas com as embaladas a
vacuo, atingindo ao final de 15 dias uma concentragdo de 0,79 umol.g" e 0,76
umol.g™', respectivamente. Nas sardinhas armazenadas sem gelo foi observado um
aumento de Hx até 10 dias e depois uma queda. Com esses resultados, concluiram

portanto, que o CO, pode realmente ter um efeito inibitério sobre os nucleotideos.
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Sallam (2007) ao avaliar a validade comercial de filés de salmao tratados por
imersdo em 2,5% solugcado aquosa de acetato de sédio, lactato de sddio ou o citrato
de sédio durante o armazenamento refrigerado a 1°C, observou que conteudo o de
Hx aumentou significativamente principalmente na amostra controle (sem
tratamento) e constatou também que a concentragdo de Hx é influenciada pela
presenca de diferentes sais que possuem efeito inibitério sobre o crescimento de
grupos bacterianos.

Ozyurt et al. (2007) estudaram o efeito de trés métodos de captura (rede de
emalhar, espinhel e arpao) na qualidade fisico-quimica, microbiolégica e sensorial
da espécie de peixe Sander lucioperca estocada em gelo durante 25 dias e
observaram que a concentracio inicial de IMP nos peixes capturados por rede de
emalhar foi de 2,4 pmol.g'1 sendo esse valor inferior ao obtido nos peixes capturados
por espinhel (4,1 pmol.g™) e arpdo (16,7 pmol.g™") atribuindo esta diferenca ao
estresse de acordo com o método de captura. O teor de IMP nos peixes capturados
por redes de emalhar, espinhel e arpao declinou para menos de 1 pmol.g'1 no dia 4,
8 e 11, respectivamente. A concentragdo de inosina em todos os grupos aumentou
durante a fase inicial de armazenamento, diminuindo em seguida e a concentragao
de Hx aumentou durante todo o periodo de armazenamento.

Vazquez-Ortiz et al. (1997) ao avaliarem trés diferentes marcas comerciais de
conservas de sardinha detectaram a presengca de hipoxantina em baixas
concentracdes (0,117 a 0,288 pmol.10uL™") e concluiram que a matéria-prima foi
manipulada e conservada de forma adequada, visto que, como os nucleotideos sao
bastante estaveis ao processamento térmico e as enzimas enddgenas sao
desnaturadas e inativas durante o aquecimento, os produtos da degradacédo do ATP

sao bons indicadores do estado sanitario de produtos processados.

3.3.1.3 Aminas biogénicas

Aminas biogénicas sdo bases organicas de baixo peso molecular produzidas
pelo metabolismo de plantas, animais ou microrganismos (BRINK et al., 1990). Sao
formadas por descarboxilagdo de aminoacidos livres ou por aminagcao e
transaminagao de aldeidos e cetonas. O nome das diferentes aminas biogénicas

corresponde ao nome dos seus aminoacidos originarios. A histamina, a putrescina, a
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cadaverina e a tiramina sao produzidas a partir da descarboxilacdo da histidina,
ornitina, lisina e tirosina, respectivamente (HUSS, 1999; SILLAS-SANTOS, 1996;).
Na figura 2 visualiza-se a via biossintética das aminas biogénicas com os

respectivos aminoacidos que as originam.

OCTOPAMINA —~-—oul
TIRAMINA ——= R-FENILETILAMINA

DOPAMINA =
Tirosina Fenilalanina
\ / ____—= TRIPTAMINA
HISTAMINA —+— Histidina Triptéfano
Te—
PROTEINA SEROTONINA
\\L
Glutamina Lisina
/ Arginina
Omitina

PUTRESCINA —+——— AGMATINA —— CADAVERINA

ESPERMIDINA ——= ESPERMINA

Figura 2: Formagdo das aminas biogénicas a partir dos aminoacidos precursores.
Fonte: Sanchez-Cascado (2005).

A classificacdo das aminas biogénicas pode ser feita de acordo com sua
estrutura quimica em alifaticas (putrescina, cadaverina, espermina, espermidina e
agmatina), aromaticas (tiramina, pB-feniletilamina) e heterociclicas (histamina,
triptamina) (SILLA-SANTOS, 1996).

Em praticamente todos os alimentos que contém proteinas ou aminoacidos
livres e estdao sujeitos a condicbes que permitam atividade microbiana ou
bioquimica, as aminas biogénicas podem ser produzidas. A quantidade e o tipo de
amina biogénica formada dependerdo da composi¢do do alimento e do tipo de
microrganismo presente (SHALABY, 1996; SILLAS-SANTOS, 1996). Para Lapa-
Guimaraes e Pickova (2004) em pescado, as aminas biogénicas sdo produzidas
devido a atividade de bactérias deterioradoras que somente estdo presentes em
numero elevado no musculo, quando ja podem ser detectados sinais de

deterioragao.
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Segundo Ogawa e Maia (1999) a histamina € a amina mais importante por ser
causadora de intoxicagao alimentar. Os peixes, principalmente os pertencentes a
familia Scombridae, como atum e bonito e os pertencentes a familia Clupeidae como
as sardinhas, bem como os das familias Scombresocidae, Coryyphaenidae e
Pomatomidae sao altamente susceptiveis a formacado de histamina, devido ao fato
dessas espécies conterem naturalmente altos niveis de histidina livre em seus
tecidos, cuja conversdo em histamina é realizada por microrganismos capazes de
sintetizar histidina-descarboxilase (BRASIL, 1997; OLIVEIRA et al., 2004).

As bactérias mais freqientemente associadas a intoxicagao histaminica sao a
Morganella spp., especialmente a M. morganii, a Klebisiella pneumoniae, Hafnia
alvei, Citrobacter freundii, Clostridium perfringens, Enterobacter aerogenes, Vibrio
alginolyticus e Proteus spp. (JAY, 2005). Silveira et al. (2001) avaliando o potencial
das bactérias formadoras de histamina constataram que a Morganella morganii foi o
microrganismo que apresentou maior potencial de descarboxilagdo dos aminoacidos
arginina, lisina e tirosina, bem como produziu histamina em niveis considerados
téxicos.

A intoxicagcdo histaminica é caracterizada pelo aparecimento dos sintomas
dentro de minutos até trés horas apods ingestdo de alimentos toxicos, com a maioria
dos casos ocorrendo em até uma hora apdés consumo. Os sintomas tipicos
consistem numa diminuicdo da pressdo sanguinea em consequéncia da
vasodilatagao, urticaria, cefaléia, palpitagbes cardiacas, rubor da face e do pescogo
acompanhadas de uma sensacao de calor intenso, desconforto geral e diarréia.
Outros sintomas incluem tonturas, desmaios, secura da boca e da garganta,
podendo ocorrer choque anafilatico (LEHANE; OLLEY, 2000; JAY, 2005; SHALABY,
1996).

Como as aminas biogénicas sao componentes naturais dos alimentos,
geralmente ndo representam risco a saude humana, pois sao rapidamente
metabolizadas através de reacdes de acetilacdo e oxidacdo mediadas por enzimas
monoamino-oxidase, diamino-oxidase, poliamino-oxidase e histamina N-
metiltransferase (BARDOCZ, 1995; HUSS, 1997; LEHANE; OLLEY, 2000). As
intoxicagbes por aminas biogénicas ocorrem quando sdo ingeridas em grande
quantidade, quando o mecanismo natural de catabolismo do individuo é
geneticamente deficiente ou inibido por agentes farmacoldgicos ou, quando

substancias potencializadoras estdo presentes, como no caso da presenga de outras
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aminas biogénicas como cadaverina e putrescina que inibem o sistema de
detoxificagdo e aumentam a absorcao intestinal da histamina (LEHANE; OLLEY,
2000; ONAL, 2007; SHALABY, 1996). A cadaverina e putrescina podem ainda agir
como precursores de nitrosaminas formando compostos carcinogénicos (OLIVEIRA
et al., 1995) e indicam perda da qualidade nutricional do alimento, pois sao formadas
a partir da degradacao dos aminoacidos ornitina e lisina.

Em fungdo da dependéncia da eficiéncia do sistema de desintoxicagdo do
individuo e da presenga de outras aminas biogénicas que potencializam a agéo da
histamina, a dose téxica desta amina é extremamente dificil de ser estipulada. No
Brasil, o limite maximo permitido, segundo a Portaria n°185 (BRASIL, 1997) é de até
10 mg.100 g (100 ppm) para as espécies pertencentes as familias Scombridade,
Scombresocidae, Clupeidae, Coryyphaenidae e Pomatomidae. O FDA (Food and
Drug Administration) (2001) estabelece o limite maximo de 50 ppm, enquanto que
para a Comunidade Européia (2005) o limite de até 200 ppm ¢é permitido para as
espéecies de peixe com potencial para formacgao de histamina.

As aminas biogénicas tém sido frequentemente utilizadas para avaliar o grau
de frescor de pescado. Segundo Sillas-Santos (1996), nos alimentos n&o-
fermentados, a presengca de aminas biogénicas acima de um determinado nivel é
considerada como indicativo de atividade microbiana indesejavel, podendo, portanto,
ser utilizado como indicador de deterioragdo microbiana.

Mietz e Karmas' (1977) apud Huss (1999) observaram que os niveis de
putrescina, cadaverina e histamina aumentavam, enquanto os de espermina e
espermidina diminuiam nas amostras deterioradas em comparagao com as amostras
de boa qualidade. Sendo assim, propuseram um indice de qualidade quimica
baseado nas aminas biogénicas, indicadoras da perda de qualidade em atum

enlatado, onde:

indice de qualidade = ppm histamina + ppm putrescina + ppm cadaverina

1 + ppm espermina + ppm espermina

! Mietz, J. L.; Karmas, E.. Chemical quality index of canned tuna as determined by high-pressure liquid
chromatography. Journal of Food Science, v. 42, p. 155-158, 1977.
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Esses autores concluiram que, conforme o aumento do indice de qualidade,
menor seria a pontuagao sensorial do produto enlatado, portanto um produto com IQ
inferior a 1 seria considerado de primeira qualidade, enquanto que aqueles com
valores acima de 10 indicariam uma qualidade microbiolégica muito ruim.

O armazenamento de peixes em baixa temperatura reduz a taxa de formacao
das aminas biogénicas (SHALABY, 1996). Nos alimentos mantidos a 10°C a
formagado de histamina é diminuida, sendo controlada em armazenamento a 5°C,
devido ao lento crescimento dos microrganismos produtores de histamina a baixa
temperatura (HALASZ et al., 1994).

Ababouch et al. (1996) avaliaram as alteragdes na qualidade de sardinhas
européias (S. pilchardus) estocadas em temperatura ambiente e sob refrigeracdo em
gelo e observaram que, amostras estocadas em temperatura ambiente apresentam
a taxa de produgado de histamina muito maior quando comparada com a estocada
em gelo que apresentou uma taxa significativamente reduzida ou totalmente inibida.
O contelido médio de histamina foi de 25,9 e 86,7 mg.100 g de amostra,
respectivamente, apos 16 e 32 horas de armazenamento a temperatura ambiente.
No gelo, a sintese de histamina foi totalmente inibida a 0°C ou lenta atingindo niveis
de 14,74 e 21,05 mg.100 g de amostra, respectivamente, apés 11 e 13 dias de
armazenamento.

Veciana-Nogués, Marine-Font e Vidal-Carou (1997) comprovaram que a
histamina foi a amina biogénica predominante durante o armazenamento de atum a
0, 8 e 20°C e que sua concentragdao aumentou em conformidade com a elevacao da
temperatura e do tempo de armazenamento, 0 que comprova ainda mais a relagao
da produgao desta amina com a temperatura de estocagem do produto.

Pacheco-Aguilar, Lugo-Sanchez e Villegas-Ozuna (1998) avaliaram sardinhas
(Sardinops sagax caerulea) armazenadas em gelo durante um periodo de 15 dias e
observaram que a formacdo de histamina foi muito baixa (0,0018 mg.100 g™)
atribuindo este fato ao tratamento adequado pds-captura que garantiu uma baixa
populacdo microbiana na superficie do peixe antes do armazenamento a 0°C. No
mesmo estudo analisaram trés diferentes marcas comerciais de sardinha em
conserva e, nessas amostras, foi observada uma variagao de 0,05 a 7,03 mg.100 g’
sugerindo um controle de qualidade inconsistente na qualidade da matéria-prima
antes do processamento, necessitando, portanto, de um controle mais rigoroso na

relacdo tempo/temperatura no manuseio da matéria-prima.
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Silveira et al. (2001) em estudo com peixes de origem fluvial observaram que
a producgao de histamina a 5°C foi muito baixa ou nula e que temperaturas acima de
15°C podem possibilitar a formacdo de outras aminas biogénicas como a
cadaverina, tiramina e, especialmente, a putrescina, que sédo potencializadoras da
acao da histamina.

Shakila, Vijayalakshmi e Jeyasekaran (2003) ao avaliarem sardinhas
(Sardinella fimbriatta), estocadas em temperatura ambiente observaram a presenga
de histamina apds um periodo de 9 horas. Uma concentracdo maxima de 80-90 ppm
foi atingida apds 18 horas. Concluiram, que se esses peixes forem consumidos apos
serem expostos a temperatura ambiente por 12-15 horas podem causar uma
intoxicagdo alimentar.

Sanchez-Cascado (2005) ao avaliar anchovas (Engraulis encrasicholus)
estocadas em gelo por um periodo de 23 dias encontram baixas concentragdes de
aminas biogénicas atribuindo este fato ao efeito inibidor do gelo sobre o crescimento
em maior numero de bactérias produtoras de aminas biogénicas.

Andrade (2006) encontrou nivel de histamina acima do limite de 10 mg.100 g™
em amostras de atum estocadas em gelo a partir do 10° e 19° dia de analise, e 0
mesmo perfil ocorreu para os niveis de cadaverina.

Pombo et al. (2009) verificaram a produgdo de histamina em amostras de
sardinha anchovada adquiridas no comércio varejista, além de outras aminas
biogénicas em 75% das amostras analisadas. Os autores sugerem que, neste caso,
€ importante salientar que o processamento tecnoldgico passa por 90 dias de
fermentagdo o que propicia a produgdo de aminas biogénicas por microrganismos
tais como o Enterococcus spp. que pode ter sua agao influenciada pela temperatura,
pH e concentragio de sal do alimento.

Erkan e Ozden (2008) constataram um teor de histamina inicial de 12,3
mg.kg' em amostras de sardinha (S. pilchardus) adquiridas diretamente de
entreposto de pescado. Apds sete dias de estocagem em gelo foi observado um
incremento neste valor que alcangou um nivel de 52,8 e 45,8mg.kg” nas amostras
de sardinha inteira e eviscerada, respectivamente.

Huss (1999) destaca que a maioria das aminas biogénicas é estavel ao
processo térmico, portanto, sua presenca em produtos enlatados € uma boa

indicacado de que a matéria prima estava alterada antes da coccao.
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Pacheco-Aguilar, Lugo-Sanchez e Villegas-Ozuna (1998) avaliaram trés
diferentes marcas comerciais de sardinhas (Sardinops sagax caerulea) enlatadas e
observaram uma variacéo de 0,05 a 7,03 mg.100 g™ indicando uma falta de padrdo
na qualidade da matéria-prima antes do processamento necessitando, portanto, de
um controle mais rigoroso na relagao tempo/temperatura no manuseio da matéria-
prima.

Oliveira et al. (2004) verificaram a presenca de histamina em 40 amostras de
atum (n=40) e 45 amostras de sardinha (n=45) enlatadas. Os teores variaram de
1,57 a 1.023,16 mg.kg™" em atum e de 3,35 a 346,44 mg.kg™' em sardinha. Teores de
histamina acima de 100mg.kg™ foram detectados em 55% das amostras de atum e
em 13,33% das de sardinha, resultados estes considerados de relevancia pelos
autores tanto na questdo relacionada a qualidade da matéria-prima, havendo
necessidade de controle das praticas de manuseio e fabricacdo do produto, quanto
no ambito de saude publica visto que, teoricamente, esses elevados teores de

histamina seriam capazes de causar sintomas de intoxicagao.

3.3.2 Alteracdes bacterioldgicas

As maiores causas de deterioragdo dos alimentos sdo o crescimento e
metabolismo dos microrganismos, resultando na formagdo de aminas, sulfetos,
alcodis, aldeidos, cetonas e acidos organicos com sabores e odores desagradaveis
e inaceitaveis (ABABOUCH et al., 1996; GRAM; DALGAARD, 2002). Segundo Gram
e Huss (1996) a degradagao microbiolégica dos alimentos pode assumir diversas
formas, mas todas como consequéncia do crescimento e/ou atividade microbiana,
que se manifesta com alteracdes nas caracteristicas sensoriais do alimento.

Os autores ainda citam que fatores intrinsecos especificos do peixe tais como
sua natureza pecilotérmica, elevado pH post mortem (geralmente maior que 6,0),
presenca de grandes quantidades de nitrogénio ndo protéico e presencga de 6xido de
trimetilamina influenciam intensamente sua microbiota e degradag¢do. Outros fatores
tais como contaminacgao especifica e ndo especifica do animal vivo, que depende do
ambiente no qual se encontra, além das caracteristicas intrinsecas consideradas
otimas de crescimento para os microrganismos como temperatura, atividade de

agua e pH também contribuem para a complexidade microbioldgica do pescado.
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Os musculos e liquidos corporais dos peixes sao naturalmente estéreis
(OGAWA; MAIA, 1999), sendo a microbiota encontrada geralmente na pele, nas
branquias e intestinos (JAY, 2005). No pescado de aguas temperadas ha
predominancia de bactérias Gram-negativas, da qual fazem parte as pertencentes
aos g@géneros Pseudomonas, Moraxella, Shewanella, Flavobacterium, Vibrio,
Acinetobacter e Aeromonas, porém microrganismos Gram-positivos, tais como os
géneros Bacillus, Micrococcus, Clostridium, Lactobacillus e Corynebacterium
também podem ser encontrados em proporgbes variaveis. Peixes de aguas
tropicais podem apresentar um ligeiro aumento da carga de bactérias Gram-
positivas e entéricas, porém o restante se assemelha a microbiota de peixes de
aguas temperadas (GRAM; HUSS, 1996; JAY, 2005).

Apos a captura do peixe, o sistema imunolégico colapsa e as bactérias
proliferam livremente. Durante o periodo de armazenamento a uma temperatura em
torno de 0°C, as bactérias invadem o musculo penetrando entre as fibras musculares
e inicia-se o desenvolvimento de bactérias psicrofilas aerdbias e anaerdbias
facultativas alcangando, apds 10 a 12 dias, niveis acima de 10’UFC.cm™ de pele,
causando a deterioragao do pescado (HUSS, 1999; OGAWA; MAIA, 1999).

Em peixes frescos a microbiota responsavel pela deterioragdo varia com as
mudangas na temperatura de armazenamento. Em peixes refrigerados (0-5°C),
Shewanella putrefaciens, Photobacterium phosphoreum, Aeromonas spp. e
Pseudomonas spp. sdo as principais bactérias relacionadas com a deterioragao.
Entretanto, em temperaturas altas de armazenamento (15-30°C), os principais
responsaveis pela deterioracdo sdo as diferentes espécies da familia
Vibrionanaceae, Enterobacteriaceae, bem como bactérias Gram positivas (HUSS,
1999).

Os géneros Pseudomonas e Shewanella sdao os mais importantes na
deterioracdo do pescado, com destaque para as espécies P. fluorescens, P. fragi e
S. putrefaciens, responsaveis pelas altera¢cdes sensoriais desses produtos devido a
formacdo de trimetilamina, ésteres, substancias volateis redutoras e outros
compostos com aroma pronunciado. Esses géneros sao importantes, devido ndo so
a sua natureza psicrotrofica, mas, principalmente, pela capacidade que possuem de
utilizar, para seu desenvolvimento, substancias nitrogenadas nao-protéicas
(FRANCO; LANDGRAF, 2005).



44

3.3.2.1 Microrganismos envolvidos na formagao de aminas biogénicas

Os microrganismos com atividade descarboxilase podem fazer parte da
microbiota associada ao alimento ou podem ser introduzidos por contaminacéo,
antes, durante ou apds o processamento do alimento (BRINK et al., 1990). Niven
Junior, Jeffrey e Corlett Junior (1981) ndo consideraram que 0s microrganismos
envolvidos com a formacdo de histamina em peixes facam parte da microbiota
normal do pescado, sendo, portanto introduzidos por contaminacao.

Os microrganismos responsaveis pelo acumulo de histamina em peixes
parecem ser exclusivamente mesdfilos, sendo que as enterobactérias tém sido
descritas como as principais produtoras (LOPEZ-SABATER et al., 1996; NIVEN
JUNIOR; JEFFREY; CORLETT JUNIOR, 1981). No entanto, outras bactérias como
os lactobacilos, pediococos e enterococos sao particularmente ativos durante a

formacdo de aminas biogénicas em alimentos (HALASZ et al., 1994).

3.3.2.1.1 Enterobacteriaceae

A familia Enterobacteriaceae inclui microrganismos bastonetes Gram
negativos, anaerobios facultativos, os quais fermentam glicose produzindo acidos e,
em muitas espécies, gas. S&o oxidase negativos, usualmente catalase positivos,
reduzem nitrato a nitrito e sdo moveis com flagelos peritriquios ou iméveis. Crescem
bem a 37°C, porém algumas espécies podem crescer entre 25 e 30°C (PELCZAR
JUNIOR; CHAN; KRIEG,1996).

Os géneros comuns a essa familia compreendem Escherichia, Citrobacter,
Salmonella, Enterobacter, Hafnia, Proteus, Erwinia, Providencia, Serratia, Shigella e
Yersinia. Em geral bactérias dessa familia sdo mesodfilas, porém, algumas cepas
psicrotréficas de Enterobacter, Hafnia e Serratia podem desenvolver-se em
temperaturas abaixo de 0°C. Apesar de serem associados a contaminagao de
origem fecal, os integrantes desta familia ndo necessariamente tém o trato intestinal
de homens e animais com o “habitat” natural, estando presentes no meio ambiente
de um modo geral, sobretudo aqueles envolvendo unidades de manipulagcéo e
beneficiamento, podendo, portanto, serem considerados como indicadores de
qualidade higiénico sanitaria dos alimentos (KORNACKI; JOHNSON, 2001).
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Segundo Sillas-Santos (1996) microrganismos tais como Morganella morganii,
determinadas cepas de Klebsiella pneumoniae e algumas de Hafnia alvei séo
proliferas formadoras de histamina, sendo importantes na microbiologia do pescado.

Lépez-Sabater et al. (1996) analisaram a relagdo da qualidade bacterioldgica
com o conteudo de histamina em 18 amostras de atum, 12 de bonito e 15 de cavala
e observaram que para todas as espécies a contagem de bactérias formadoras de
histamina ocorreu numa proporgao muito baixa representando menos de 0,1% do
total da carga bacteriana. O conteudo de histamina também foi muito baixo
(<25ppm) nao sendo observado nas amostras de cavala. Em condicbes
experimentais, das bactérias isoladas, Morganella morgani e Klebisiella oxytoca
foram as mais ativas produtoras de histamina com uma média de 276,5 e 141,5
ppm, respectivamente.

Veciana-Nogués, Marine-Font e Vidal-Carou (1997) ao estudarem atuns
estocados a 0, 8 e 20°C observaram o maior aumento de Enterobacteriaceae nas
amostras armazenadas a 20°C quando comparadas as amostras armazenadas a
8°C, ndo sendo esses microrganismos encontrados em amostras armazenadas a
temperatura de 0°C e salientaram a fundamental importancia da utilizagdo da baixa
temperatura na conservagao do pescado.

Silveira et al. (2001) objetivando avaliar qualitativa e quantitativamente a
microbiota total e produtora de histamina na superficie de peixes de origem fluvial
detectaram a presenca de espécies pertencentes a familia Enterobacteriaceae em
18,4% das culturas, sendo a Morganella morganii a espécie que demonstrou ter o
maior potencial de descarboxilagdo dos aminoacidos.

Jay (2005); Lehane e Olley (2000), Sillas-Santos (1996) também citaram que
a espécie Morganella morganii apresentou este comportamento de descarboxilagéo
de aminoacidos.

Kim et al. (2002) detectaram em atuns (Thunnus alalunga) armazenados em
temperatura ambiente (25°C) uma contagem inicial de bactérias aerdbias igual a 1,9
e 3,4 x 10* UFC.g™" na pele, 1,5 e 1,2 UFC.g™" x 10? no intestino e 6,9 e 7,7 x 10*
UFC.g" na branquia porém, a contagem bacteriana em meios seletivos para
bactérias produtoras de histamina foi baixa, sendo a espécie Hafnia alvei a mais
frequentemente isolada. Lakshamanan, Shakila e Jeyasekaran (2002) relataram
resultados semelhantes em peixe e camarao estocados em gelo (0°C): do total de

bactérias psicrotréficas (inicialmente 4 log UFC.g™ atingindo em 14 dias 7 log UFC.g"
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") as bactérias capazes de produzir aminas biogénicas representaram um pequeno
numero (inicialmente 1 a 2 log UFC.g™" atingindo em 14 dias 6 log UFC.g™).
Pons-Sanchez-Cascado et al. (2005) ao analisarem anchovas (Engraulis
encrasicholus) estocadas em gelo por um periodo de 23 dias observaram um
aumento do numero de enterobactérias durante o periodo de estocagem, no
entanto, apenas 8% dos isolados foram descarboxilase positivos, identificados como
Enterobacter cloacae e concluiram que o armazenamento no gelo pode ter impedido

o crescimento em maior numero de bactérias produtoras de aminas biogénicas.

3.3.2.1.2 Enterococcus spp.

Os Enterococcus spp. fazem parte das bactérias acido-laticas de importancia
nos alimentos (FRANZ et al., 2003). Sdo cocos Gram positivos, catalase negativo,
agrupados aos pares, em cadeias curtas ou células isoladas. Podem crescer em pH
de 4,0 a 9,6 e a 45 °C, resistem a 6,5% de NaCl, a concentracao de 40% de bile, a
0,01% de clotero de trifeniltetrazolium, a 0,05% de telurito de potassio e a 60 °C por
trinta minutos. Estas caracteristicas tornam estes microrganismos indicadores de
contaminacgao fecal e de tratamento fisico e/ou quimico que outros indicadores de
condigdes higiénico-sanitarias nao resistem (FRANZ et al., 2003; GIRAFFA, 2002;
STILES, 2002; THATCHER; CLARK, 1973). Além disso, podem ser utilizados como
indicadores de praticas sanitarias inadequadas ou exposicdo do alimento a
condi¢gdes que permitam a multiplicagdo de microrganismos indesejaveis (FRANCO;
LANDGRAF, 2005).

Os Enterococcus spp. sao bactérias emergentes e vem demonstrando
comportamento que requer maior atencao das autoridades em saude coletiva. Sao
importantes patdgenos adquiridos em hospitais por pacientes imunossuprimidos e
em unidades de terapia intensiva. Podem ser fonte de microrganismos resistentes a
antimicrobianos, como por exemplo, a vancomicina e fonte de intoxicagdo como
agente etiologico de doengas alimentares, principalmente pela intoxicagéo
histaminica por ser capaz de produzir histamina no alimento (GIRAFFA, 2002).

Para Jgrgensen, Huss e Dalgaard (2000) as bactérias acido-laticas podem
degradar arginina a ornitina, que, posteriormente, € degradada pelas

Enterobacteriaceaes a putrescina. Isso resulta em niveis de 10-15 vezes maiores de
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putrescina do que o produzido pelo crescimento das Enterobacteriaceaes sozinhas,
na auséncia de bactérias acido-laticas.

Santo (2003) detectou a presenca de Enterococcus spp. em amostras de
sardinha verdadeira in natura porém considerou o resultado de 3,5x10% UFC.g”
desprezivel classificando a matéria-prima como de qualidade aceitavel.

Sanchez-Cascado (2005) observou a presenca de Enterococcus spp.
produtores de aminas biogénicas em anchovas (Engraulis encrasicholus) apés o 23°
dia de estocagem em gelo.

Pombo et al. (2009) ao avaliarem a qualidade de peixes anchovados
comercializados no mercado varejista isolou Enterococcus spp. em 76% das
amostras. Como se constatou a presenca de histamina em todas as amostras,
sugeriram uma estreita relacdo entre a produgao de histamina e a presenga desta
bactéria e salientaram ainda que este fato € de extrema relevancia visto que as
condi¢des adversas do produto como a concentragéo salina e o pH acido, permitem

o crescimento deste microrganismo.

3.3.3 Alteracdes sensoriais

Para Huss (1999) as mudancgas sensoriais sdo as que percebemos através
dos sentidos, por exemplo, aparéncia, odor, textura e sabor.

O peixe fresco deve apresentar-se integro; com escamas translucidas unidas
entre si e fortemente aderidas a pele; pele umida, tensa e bem aderida; mucosidade
aquosa e transparente; olhos vivos e destacados; com odor, cor e sabor préprios;
curvatura natural do corpo; opérculo rigido com resisténcia a abertura; branquias de
coloracédo rosea a vermelho intenso, umidas e brilhantes; carne firme, de
consisténcia elastica; e visceras integra e perfeitamente diferenciadas (BRASIL,
1997). Com o processo de deterioracdo, o pescado vai perdendo essas
propriedades sensoriais caracteristicas, tornando-se um produto de baixa qualidade
(SOARES et al, 1998).

Segundo Sanchez-Cascado (2005) as primeiras mudangas sensoriais do
pescado durante o armazenamento estdo relacionados com a aparéncia e a textura.
Isso ocorre porque apds a morte do pescado, a interrupgao da circulagdo sanguinea

priva o musculo do aporte de oxigénio e de toda uma série de nutrientes. Havendo o
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esgotamento do ATP, com a finalidade de obter energia, inicia-se a glicdlise
anaerdbica com producao de acido latico que se acumula e provoca a queda do pH
com consequente desnaturagcédo das proteinas miofibrilares, originando mudangas na
textura do pescado. Com o tempo, a perda das reservas de energia celular leva a
um desequilibrio quimico intracelular, que ativa certas enzimas enddgenas
proteoliticas gerando rupturas dos enlaces peptideos que provoca o amolecimento
da estrutura muscular.

Huss (1999) destaca que, de uma maneira geral, o peixe fresco apresenta um
sabor doce e delicado, um odor caracteristico, carne firme e elastica. Quando se
inicia a deterioracdo ha formacdo de compostos com odor e sabor acidos e mais
tarde aparecem substancias amargas, de aspecto gomoso e aroma sulfuroso e
ran¢oso, culminando com o carater amoniacal e fecal, caracteristico do pescado
putrido.

Franco e Landgraf (2005) destacam ainda que a oxidacdo das gorduras
insaturadas durante o armazenamento provoca alteragdes no aroma ou coloragao
do pescado.

O tempo de deterioragcdo depende principalmente da temperatura de
armazenamento e do tipo de espécie de peixe (GRAM; HUSS, 1996).

Ababouch et al. (1996) determinaram a qualidade sensorial de sardinhas
européias (S. pilchardus) estocadas em temperatura ambiente e sob refrigeracdo em
gelo utilizando uma equipe de quatro a cinco julgadores treinados que avaliaram
atributos como rigor mortis, odor a ranco, aspecto geral do muco, pele, olhos,
branquias e anus, odor das branquias e aderéncia das escamas no peixe cru e
sabor no peixe cozido, utilizando uma escala de 10-1. Pontuagbes entre 10 e 7
foram dadas aos peixes frescos; 6 foi a pontuagdo dada aos peixes com odores e
sabores neutros e, abaixo de 6, aqueles com odores e sabores desagradaveis,
sendo que pontuacdes abaixo de 4 caracterizavam o peixe como inaceitavel. Neste
estudo a validade comercial da sardinha armazenada em temperatura ambiente
variou de 21 a 27 horas e, daquelas armazenadas em gelo, de oito a onze dias. Foi
observado ainda que a deterioracao do peixe no 9° dia ocorreu devido a rancificagao
e que, a degradacao bacteriana, foi aparente apenas no 11° dia de armazenamento.
Com o avango da deterioragdo, a pigmentacdo da pele perdeu o brilho
progressivamente; o muco perdeu a transparéncia passando a leitoso e, finalmente,

amarelado; os olhos afundaram-se significativamente; as branquias perderam as
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cores brilhantes e odor caracteristico passando a ter odor amoniacal. Para estes
autores, a cor e o odor das branquias, aparéncia geral, cor das pupilas e forma dos
olhos, o aparecimento de manchas de sangue ao redor do olho e a aderéncia das
escamas foram valiosos atributos para avaliar o frescor da sardinha.

Os métodos sensoriais sdo os mais frequentemente utilizados para avaliar o
grau de frescor do pescado pela facilidade e rapidez com que sdo desenvolvidos.
Porém a natureza subjetiva dos mesmos exige a adogéo de critérios de avaliagao
harmonizados e a participacdo de provadores treinados e familiarizados com o
pescado e com os critérios de avaliagao usados (NUNES; BATISTA, 2004). A Uniao
Européia, com intuito de fixar normas comuns de comercializagdo para certos
produtos da pesca criou o regulamento n°2406 (COMUNIDADE EUROPEIA, 1996)
que inclui esquemas de avaliagdo do grau de frescor para alguns grupos de peixes
(brancos, azuis e elasmobranquios), cefalépodes e crustaceos e que se destinam a
ser utilizados, tanto pela industria como pelos servigos de inspecédo. Entretanto,
segundo Nunes e Batista (2004) esses esquemas apresentam falhas por n&o incluir
todas as espécies de peixe comerciais e por ndo possuirem parametros adequados
que permitam descrever convenientemente a alteragdo do pescado.

Esquemas alternativos tém sido criados com o objetivo de avaliar as amostras
individualmente como o método do indice de qualidade (MIQ) que se baseia na
avaliagdo dos diversos atributos de qualidade, como aparéncia, textura, olhos,
branquias e abdémen, e na modificagdo desses atributos de acordo com o tempo de
estocagem. A cada atributo é dado um escore, que varia de zero a trés ou de zero a
dois (de acordo com seu grau de importancia), sendo considerado zero como 0
melhor e trés como o pior escore. O peixe, no momento da captura, apresenta
pontuagao zero ou proxima de zero. Conforme vai se deteriorando, os atributos vao
adquirindo pontuagdes mais elevadas acumulando pontos de demérito, cujo valor
maximo varia de acordo com o protocolo desenvolvido para a espécie estudada
(SVEINSDOTTIR et al., 2003; NUNES; BATISTA, 2004).

No MIQ utiliza-se um sistema pratico de classificacdo no qual as pontuacgdes
registradas em cada caracteristica se somam para dar uma pontuacdo sensorial
total, o denominado indice da qualidade (HUSS, 1999). Ndo é dada énfase a um
unico atributo, ndo sendo a amostra rejeitada com base somente nos resultados
obtidos em um atributo isoladamente (NUNES; BATISTA, 2004).
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O principal objetivo do MIQ é obter uma correlagao linear entre a qualidade
sensorial das espécies expressa pela soma dos escores e o tempo de estocagem
em gelo, prevendo desta forma o grau de frescor do produto (SYKES et al., 2009).

Triqui e Bouchriti (2003) compararam o meétodo sensorial de classificacéo
geral usado pela Uniao Européia com o MIQ ao avaliarem o frescor de sardinhas (S.
pilchardus) estocadas em gelo e constaram que o MIQ parece ser mais confiavel na
avaliagdo sensorial das sardinhas. Relataram também que uma pontuagéo 1Q igual a
22 seria o limite para a negociagcdo deste produto, pois odores rangosos ja eram
perceptiveis.

Teixeira (2005) avaliou as caracteristicas sensoriais da corvina
(Micropogonias furnieri) eviscerada e estocada em gelo pelo método de indice de
qualidade e observou que as corvinas obtiveram escores médios de 0,3 no dia da
captura e de 6,8, 11,4, 15,5 e 19,4 nos tempos 4, 7, 10 e 14 dias de estocagem,
respectivamente, com destaque para os atributos aspecto superficial, que
apresentou perda de brilho mais evidenciada a partir do 7° dia de estocagem e odor
das branquias que apresentou uma alteracdo mais notada entre o 4° e 10° dias de
armazenamento.

Oliveira (2005) analisou o camarao (Litopenaeus vannamei) inteiro e
descabegado estocado em gelo por 20 dias e sugeriu como limite aceitavel para
consumo o indice de qualidade de 6,0 para o camarao cru inteiro, que equivale a um
periodo de 12 dias de estocagem, e 5,0 para o camardo cru descabecgado
equivalente a um periodo de 14 dias de estocagem em gelo. Nesta analise atributos
como aroma, cor, melanose, aderéncia da carapaga e aderéncia da cabeca com o
corpo, foram analisados.

Bonilla, Sveinsdottir e Martinsdottir (2007) estimaram um tempo maximo de
armazenamento de 8 dias para bacalhau fresco (Gadus morhua) armazenado em
gelo (0-1°C) por um periodo de 14 dias apds aplicagado do MIQ através da utilizagéo
do protocolo IQ com oito parametros a serem analisados e pontuacdo maxima de
18.

Musgrove et al. (2007) avaliaram a qualidade da sardinha (Sardinops sagax)
no periodo pos-captura utilizando o MIQ e observaram que as alteragbes mais
significativas ocorreram na aparéncia geral, firmeza da carne, transparéncia dos

olhos e cor das branquias dessa espécie.
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Vaz-Pires et al. (2008) ao avaliarem duas espécies de lula (Sepia officinalis e
lllex coindetii) estocadas em gelo pelo método do indice de qualidade observaram
que a rejeicao da primeira ocorreu no 10° dia de estocagem e da segunda no 9° dia,
principalmente devido a presenca de odores desagradaveis que comegaram a ser
perceptiveis no dia 6 e eram inaceitaveis no dia 8. A avaliacio foi realizada a cada
dois dias por julgadores treinados. Resultados semelhantes foram observados por
Sykes et al. (2009) ao avaliarem lula da espécie S. officinalis estocada em gelo que
apresentou a validade comercial de oito dias.

Erkan e Ozden (2008) avaliaram sardinhas inteiras e evisceradas estocadas a
4°C e observaram que o limite de aceitabilidade, tomando-se como referéncia os
parametros sabor e odor, ocorreu no 7° dia de estocagem em ambas as amostras,

nao sendo observada diferenga significativa entre os analitos.



4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL PERMANENTE

O material permanente utilizado para realizagcao das analises, disponivel nos
Laboratérios do Departamento de Tecnologia de Alimentos da Faculdade de
Veterinaria, da Universidade Federal Fluminense (UFF) e no Laboratério de
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia da Embrapa Agroindustria de Alimentos

foram os seguintes:

Agitador de tubos tipo Vortex;

e Alga de platina;

e Autoclave;

e Balanca eletrénica de preciséao;

e Balanga analitica Bel Engineering

e Bandejas de prolipropileno;

e Banho-maria;

e Bastbes de vidro;

e Béqueres (150 e 250 mL);

e Bico de Bunsen;

e Centrifuga - Chermle Z360K;

e Coluna para HPLC YMC-Pack ODS-AM, 5um - 12nm, 250x4,6mm ID;
e Compressor de ar;

e Contador de coldnia tipo Quebec;

e Cromatografo Waters modelo Alliance 2695 com detector DAD 2996

e Cuba cromatogréafica;



Destilador - Quimis;

Erlenmeyer;

Erlenmeyer de kitsato;

Estufa da marca Famem ® modelo 315 SE;
Frascos Kitasato;

Funil de Buchner;

Fluorimetro - Sequoia—Turner ® Modelo 450;
Geladeira — Brastemp;

Gral e pistilo;

Homogeneizador do tipo “Stomacher”;
Liquidificador Osterizer;

Microburetas (2uL);

Microseringa Hamilton®;

Nebulizador para ninhidrina;

Pincas;

Pipeta automatica (100-1000 pL);

Pipetas graduadas (1, 2 e 5 mL);

Placas de microdifusdo com tampa esmerilhada;
Provetas (50, 100 e 250 mL);

Tesoura;

Tubos de ensaio;

Ultrassom Branson modelo 2210.

4.2 MATERIAL DE CONSUMO

Acetona P.A. — Merck;

Acetonitrila P.A. — Tedia;

Acido Bérico P.A. — Fluk Analytical
Acido Cloridrico P.A. — Vetec;
Acido Formico P.A. — Tedia;

Acido Perclérico P.A. — Merck;

Acido Tricloracético P.A. — Merck;
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Agar cristal violeta vermelho neutro bile glicose;
Agar estoque;

Agar padrao para contagem (APC);

Agua destilada;

Agua ultra purificada Milli-Q;

Alcool a 70 %;

Alcool Metilico P.A. - Dinamica;

Carbonato de Potassio P.A.;

Caldo Chromocult Enterococci;

Cloreto de sédio P.A. - Merck;

Cristal violeta;

Dicloridrato de cadaverina - Sigma;

Dicloridrato de histamina - Sigma;

Dicloridrato de putrescina - Sigma;

Fita impregnada com reativo para oxidase;

Filtro Milipore Millex-GV Hydrophilic PVDF — 0,22um;
Fucsina;

Hidroxido de Amoénio P.A. - Vetec;

Hidréxido de Sodio P.A. - Reagen;

Hipoxanthine, minimum 99% - Sigma;

Laminas;

Lugol;

Microtubos do tipo Eppendorf;

Ninhidrina — Merck;

Papel de filtro Whatman n° 5;

Placas de Petri esterilizadas descartaveis;

Placa de Silica gel em poliéster tamanho 20x20 — Alugram ® SIL G
Ponteira 1000uL;

Reativo de Kovac's;

Resina de troca ibnica — Dowex ® 1x8 — 100 (Cl) - Sigma
Sacos plasticos para homogeneizagao das amostras em “Stomacher”;

Solugao de Acido Fosférico 1,78M;
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e Solucédo de ortoftaldeido a 0,1 %;
e Solucéao salina peptonada 0,1%;

e Vaselina solida.

4.3 AMOSTRAS

As amostras de sardinha-verdadeira (Sardinella brasiliensis) foram adquiridas
diretamente de um entreposto localizado na Regido dos Lagos (Cabo Frio) do
Estado do Rio de Janeiro e as amostras de sardinha boca-torta (Cetengraulis
edentulus) foram adquiridas no momento da recepgao de pescado diretamente de
barcos pesqueiros no cais de uma fabrica de conservas de pescado localizada no
municipio de Sdo Gongalo (RJ) no periodo de margo a julho de 2009. Neste periodo
foram obtidos trés diferentes lotes de amostras que foram imediatamente
acondicionadas em recipientes isotérmicos de poliestireno expandido com gelo e
transportadas a Faculdade de Veterinaria da Universidade Federal Fluminense,
onde foram separadas em grupos para realizacdao das analises previstas até a
completa deterioragao.

Para todos os procedimentos analiticos realizados as amostras foram
inicialmente lavadas em agua corrente, mantidas sob refrigeracdo em recipientes
isotérmicos de poliestireno expandido com gelo sob temperatura controlada (0+2°C)

(Figuras 3 A e B) e analisadas durante 18 dias de estocagem.

Figuras 3 A e B — Amostras de sardinha boca-torta (C. edentulus) (A) e sardinha
verdadeira (S. brasiliensis) (B) estocadas em recipientes isotérmicos de poliestireno
expandido com gelo (0+2°C).
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No primeiro lote, as analises bacterioldgicas que constavam de pesquisa de
Enterobacteriaceae e enumeracdo de Enterococcus spp. foram realizadas em
duplicata em biduo no Laboratério de Controle Microbiolégico de Alimentos da UFF,
bem como as analises fisico-quimicas (determinagdo de bases volateis totais e
trimetilamina, quantificagdo de histamina, cadaverina e putrescina) realizadas no
Laboratério de Controle Fisico-quimico de Alimentos da UFF. Deste primeiro lote,
diariamente, parte da musculatura das amostras foi separada, mantida congelada e
posteriormente encaminhada, sob refrigeracdo, ao Laboratério de Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia da Embrapa Agroindustria de Alimentos para quantificagao
de hipoxantina. Um segundo lote de amostras foi obtido para realizagdo da
contagem de bactérias heterotréficas aerobias mesdfilas e psicrotroficas feita
também em biduo no Laboratério de Controle Microbiologico de Alimentos da UFF.
Para avaliagdo sensorial das amostras, inicialmente foram realizados dois
treinamentos com uma equipe de seis avaliadores no Laboratério de Analise
Sensorial da UFF utilizando dois diferentes lotes de amostras de sardinhas. Um
terceiro lote foi obtido apenas para a analise sensorial propriamente dita realizada

em dias previamente determinados.

4.4 METODOLOGIA

4.4.1 Analises fisico-quimicas

Porgdes da musculatura das amostras de sardinhas foram tomadas em biduo
e, com auxilio de grau e pistilo foi realizada a homogeneizagdo. Em seguida, as
aliquotas necessarias para cada analise foram pesadas em balanca de precisao
analitica, identificadas de acordo com o dia de estocagem e acondicionadas
congeladas até o momento da analise. As amostras utilizadas para quantificagao de
hipoxantina foram separadas diariamente com a identificagdo do dia de estocagem e

mantidas sob congelamento até a analise.
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4.4.1.1 Quantificagdo das bases volateis totais e trimetilamina

A quantificagdo das bases volateis totais foi realizada em duplicada de acordo
com a técnica oficial de microdifusdo em Placas de Conway, descrita no Manual do
Laboratério Nacional de Referéncia Animal - LANARA (BRASIL, 1981) que se baseia
na extragao das bases volateis pela adi¢do de acido tricloracético a 10% e liberagao
das mesmas pela adicdo de carbonato de potassio ao extrato. O nitrogénio volatil
liberado difunde-se pelo ar e fixa-se na solucdo de acido bdrico, sendo
posteriormente titulado com acido cloridrico.

A técnica consistiu na homogeneizagao de 10 g da amostra homogeneizada
com 10 mL de acido tricloracético a 10% em liquidificador Osterizer. Posteriormente
realizou-se a filtragdo do extrato em funil de Bulchner acoplado a um erlenmeyer de
kitasato, com papel de filtro Wathman n°5. Parte deste filtrado (2 mL) foi colocado ao
compartimento externo da placa de Conway e, no compartimento central, pipetou-se
2 mL de acido bdérico de Conway (acido bérico a 3% com indicador de Tashiro).
Vaselina sdlida foi passada na borda da placa que, posteriormente, foi parcialmente
tampada com uma tampa de vidro. Apés adigdo de 2 mL de solugdo saturada de
carbonato de potassio ao compartimento externo da placa, esta foi imediatamente
fechada. Esse conjunto foi em seguida incubado em estufa a 35-36°C por 2 horas e
transcorrido este periodo realizou-se a titulagdo da solugdo do compartimento

central com acido cloridrico a 0,1 N (Figura 4).

Figura 4 - Titulagdo da solugdo do
compartimento central da placa de Conway
com acido cloridrico 0,1N para determinacao
das BVT em amostras de sardinhas
mantidas sob refrigeracao em gelo (0+2°C).



58

Para calculo do BVT, utilizou-se a seguinte formula:

mg de N-BVT.100 g'1 =V XxNx14 x 100 (T + U)
VAXP

Onde:

V _Volume gasto de acido cloridrico para a titulagéo;
N — Normalidade do acido cloridrico;

14 — Equivalente grama do nitrogénio;

T — Volume de solucao de acido tricloracético;

U — Umidade da amostra em gramas (8 g);

Va — Volume da aliquota analisada;

P — Peso da amostra utilizada no preparo do extrato.

Para determinacdo da trimetilamina, a técnica utilizada foi a descrita no
mesmo manual (ibid) que consistiu em um procedimento semelhante ao anterior,
sendo que, neste caso, antes da adicao de 2 mL de solugéo saturada de carbonato
de potassio ao compartimento externo da placa, adicionou-se 20 gotas de formol a
35% ao filtrado. O objetivo desta adigédo foi apenas a difusdo da TMA na placa, pois
ao reagir com o formol, a ambnia se converte em hexametilenotetramina e
consequentemente, nao se difunde na placa.

A analise foi realizada em duplicata e o resultado final foi calculado de forma

semelhante aquele realizado para bases volateis totais.

4.4.1.2 Quantificagdo de hipoxantina

A extragao da hipoxantina da amostra foi realizada segundo a técnica descrita
por Val et al. (1994) e a quantificagcdo deste composto, feita em duplicata, foi
realizada pelo método de cromatografia liquida de alta eficiéncia, descrito por Abreu
(2008).

A analise consistiu na pesagem em balanga analitica Bel Engineering de

50mg da amostra, homogeneizagdo com acido perclérico (HCIO4) a 8% em agitador
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mecanico ultrasom Branson modelo 2210 por 10 minutos que facilita o rompimento
das células, e consequentemente, a liberagdo e extragcado da hipoxantina e posterior
neutralizagdo com hidroxido de potassio (KOH) 6 M com formagao do precipitado
perclorato de potassio. Apos agitagdo em vortex a amostra foi filtrada em filtro
Millipore Millex-GV (0,22 um) diretamente no vial previamente identificado (Figuras 5
A, B,CeD).

Em seguida o vial foi colocado no cromatdgrafo e a amostra foi injetada de
forma automatica. Para a separacdo da hipoxantina, foi utilizada uma fase movel
com agua Milli-Q:acetonitrila:acido férmico (97:1:2) e uma coluna de fase reversa
YMC-Pack ODS (4,6 x 250 mm).

O volume de amostra injetado foi de 10uL e o tempo de corrida foi de 10
minutos. O resultado foi obtido pela leitura dos cromatogramas através da
comparagao do tempo de retengao e o espectro de absorgao obtidos na analise das

amostras com as do padrao de hipoxantina.

Figuras 5 A, B, C e D — (A) Pesagem da amostra de sardinha, (B)
homogeneizagdo da amostra com acido perclorico 8% em agitador do tipo
ultrasom, (C) adigdo de KOH para neutralizagdo e (D) filtracao em filtro
Millipore Millex-GV (0,22 um) diretamente no vial para quantificacdo de
hipoxantina por cromatografia liquida de alta eficiéncia,
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Elaboracao da curva de calibragéo

O padrédo de hipoxantina foi preparado através da diluicdo de 10 mg de
hipoxanthine 99% (Sigma) pesada em balanc¢a analitica em 0,5 mL de acetonitrila
1% e 0,5 mL de &cido férmico 1%. Essa solugédo foi transferida para um baléao
volumétrico de 50 mL ao qual foi adicionado agua Milli-Q até completar o volume.

A curva de calibragdo foi elaborada utilizando sete solugdes preparadas
através da diluicdo de diferentes volumes do padréo de hipoxantina com agua Milli-Q

conforme demonstrado no quadro 1.

Quadro 1 - Solucbes padroes de hipoxantina preparada em diferentes
concentragdes para elaboragao da curva de calibracéo.

Padr&o de hipoxantina (uL) | Agua Milli-Q (uL) | Concentragéo (%)

50 950 5,0

75 925 7,5

100 900 10,0

125 875 12,5

150 850 15,0

175 825 17,5

200 800 20,0

Para cada uma dessas solugbes com diferentes concentragdes foram
retiradas aliquotas com auxilio de uma pipeta automatica e colocadas no vial
previamente identificado. Esses vials foram agitados em vortex e colocados no
cromatégrafo. Apos a injecao dessas solugdes padrao, o software Empower® da
Waters representou através do cromatograma o pico de hipoxantina, juntamente

com o tempo de retengao e o espectro de absorcéo.

4.4.1.3 Quantificagdo de histamina por fluorimetria

A quantificagcdo de histamina foi realizada conforme o método quantitativo
fluorimétrico preconizado pela AOAC (2002) que se baseia na reagao da histamina

com o Ortoftaldeido (OPT), formando um composto fluorescente.
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A técnica consistiu na homogeneizacdo de 10 g da amostra com 50 mL de
metanol em liquidificador Osterizer. A fungdo do metanol é extrair as aminas
biogénicas presentes na amostra. Em seguida o homogeneizado foi transferido para
um erlenmeyer de 125 mL. Com o objetivo de remover residuos da amostra que
ficaram no copo do liquidificador, foram adicionados mais 50 mL de metanol que
também foram transferidos para o erlenmeyer, somando 100 mL de metanol.

O erlenmeyer com o extrato foi tampado com papel aluminio e levado ao
banho-maria a 60°C por 15 minutos. Decorrido este periodo, o conjunto foi filtrado
em papel de filtro Whatman ® n°1. O filtrado obtido pdde ser guardado sob
refrigeragdo enquanto aguardava o procedimento analitico.

Posteriormente foi realizada a purificagdo do extrato através da filtracdo de
1mL da solugdo em coluna de troca idnica conforme figura 6 A. O filtrado foi
recebido em baldo volumétrico de 50mL com 5mL de &cido cloridrico (HCI) 1N. A
medida que o nivel do extrato alcangcava 2mm acima da coluna de resina,
adicionava-se 5mL de agua destilada até um total de 35mL. Ao final o volume do
balédo foi completado com agua destilada.

Do filtrado obtido, foi retirada uma aliquota de 5 mL e a esta foi adicionado
10mL de HCI 0,1N. Em seguida foram adicionados 3mL de Hidroxido de Sddio
(NaCl) 1N, 1mL da solugéo 0,1% de OPT e 3mL de Acido Fosférico (H3PO4) 1,78M.

Procedeu-se a homogeneizagao da solugdo a cada adigao de reagente, sendo que,
apos a adicdo da solugcdo de OPT, a agitagao foi realizada durante quatro minutos
sem interrupgao. A partir da solugao obtida, foi realizada a leitura no fluorimetro
(Figura 6 B) e os valores obtidos foram aplicados na formula para a obtencdo do
resultado em pg.g'1, que foi comparado com a curva padrdo. Procedeu-se a
calibracdo do fluorimetro com uma solugao branco preparada de forma semelhante
a anterior, diferindo apenas na adi¢cao de mais 5mL de HCI 0,1N ao invés da adigao
do filtrado.
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Figuras 6 A e B — Filtragdo da solugdo de uma das amostras analisadas
em coluna de troca ibnica (A) e registro em fluorimetro da leitura da
solucdo de uma das amostras analisadas (B).

Para calcular a quantidade de histamina presente na amostras analisadas, foi
utilizada a seguinte férmula:

Histamina mg.kg™ = (Is = b) x 100
Pxa

Onde:

Is = leitura da fluorescéncia no aparelho

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

a = coeficiente angular da reta obtida a partir da “curva padrao”
1000 = fator de diluigao

Os coeficientes a e b foram obtidos no plano cartesiano contendo a curva
padrao utilizada por Pombo et al. (2009) (Figura 7).
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0,12~ g’
' Ho-9 y = 0,217x - 0,0061 .

R? = 0,.9676

Figura 7 — Plano cartesiano contendo a “Curva Padrdo” da quantificacdo de
histamina utilizada no método Fluorimétrico. Fonte: Pombo et al. (2009).

4.4.1.4 Semi-quantificagdo de putrescina e cadaverina por CCD (cromatografia em

camada delgada

A quantificacdo das aminas biogénicas putrescina e cadaverina foi realizada
segundo a metodologia descrita por Schutz, Chang e Bjeldanes (1976).

Empregando esta técnica, 1 g da amostra em tubo de ensaio foi
homogeneizada com 2mL de metanol em agitador tipo Vortex com auxilio de uma
espatula. O conjunto foi aquecido em banho-maria a 100°C até completa coagulagéo
das proteinas e, posteriormente, foi colocado na centrifuga a 3000 rpm por 2
minutos para obtenc&o do sobrenadante.

A placa de silica em gel foi previamente preparada para cada uma das
aminas. Os padrbes de 2 yL, 5 pL e 10 yL (preparados conforme preconizado por
Schutz, Chang e Bjeldanes (1976)) foram aplicados com auxilio de uma
microseringa Hamilton®, bem como 10 pyL das amostras com auxilio de um
pipetador automatico. Posteriormente as placas aplicadas com os padrdes e as
amostras foram colocadas em cuba cromatografica com tampa, contendo um
eluente previamente preparado (20 mL de Acetona e 1 mL de Hidroxido de Aménio —
20:1 viv).

Ao término da corrida cromatografica a placa foi secada com fluxo de ar
quente por um periodo de 20 minutos e em estufa a 36 °C por uma hora, para a

eliminagdo do excesso de hidroxido de amodnia. Para visualizagdo das aminas, a
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placa foi revelada por aspersao uniforme de solugdo de ninhidrina a 0,3 % em
metanol seguida de novo fluxo de ar quente. Foram obtidas manchas
correspondentes aos padrdes e a amostra e a leitura foi realizada pela comparagao
visual das manchas dos padrbées com as manchas de mesmo deslocamento das

amostras, avaliando também a intensidade da cor.

4.4.2 Analises bacterioldgicas

As analises bacteriologicas foram realizadas em biduo utilizando as
metodologias descritas no Manual Merck (2000) e na Instrugdo Normativa n° 62
(BRASIL, 2003).

Na RDC n° 12 (BRASIL, 2001), para pescados refrigerados consta apenas a
pesquisa de Staphylococcus coagulase positiva e Salmonella spp.. A analise de
Enterococcus spp. € Enterobacteriaceae nao sado citadas nesta legislagdo, porém
foram realizadas devido a importancia como contaminantes de origem fecal e
produtores de aminas biogénicas os alimentos.

Todas as analises foram realizadas seguindo as normas de seguranga
laboratorial através da utilizacdo de jaleco, calga comprida e sapato fechado, bem
como mascara, oculos de protegdo e cabelos presos, com o objetivo de evitar
acidentes durante o tempo de permanéncia no laboratério.

Com o objetivo de manter as condigdes sanitarias reais das amostras, antes
das anadlises tomou-se o cuidado de lavar bem as maos com agua e sabao, bem
como sanificar a bancada com éalcool 70% e todo material utilizado (pinga, tesoura e

bandeja de ago inox) que também foi flambado.

4.4.2.1 Preparo de material e meios de cultura

O material utilizado (sacos para Stomacher, microtubos do tipo Eppendorf e
ponteiras) foi esterilizado em autoclave do tipo vertical (121°C/15 minutos).

Os meios de cultura utilizados foram preparados segundo as instrugdes
descritas no manual da marca comercial (MERCK, 2000) e aquelas do rétulo do
préoprio meio. Os meios foram pesados em balanga analitica de precisao,

adicionados de agua destilada, homogeneizados em tela de amianto sobre chama
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até completa dissolugcéo e o pH foi aferido com fita indicadora e corrigido quando
nao se encontrava no limite de valor ideal com adi¢gdo de algumas gotas de solugao
de HCI (acido cloridrico) 1N ou KOH (hidroxido de so6dio) 1N, para acidificagdo ou
alcalinizagdo do meio, respectivamente. Os meios foram distribuidos em frascos ou
tubos de ensaio, embalados e identificados. Em seguida foram esterilizados em
autoclave a temperatura de 121°C por 15 minutos. O meio agar cristal violeta
vermelho neutro bile glicose (VRBG), conforme especificagdo de preparo, nao foi
submetido a esterilizacdo, sendo apenas diluido em tela de amianto sobre chama e

distribuido assepticamente nas placas de petri esterilizadas.

4.4.2.2 Preparo das amostras

A porcao da amostra a ser analisada foi coletada com o cuidado de se retirar
apenas a musculatura (Figura 8).

De cada amostra foi coletada uma aliquota de 25 g que foi homogeneizada
em homogeneizador do tipo “Stomacher” (SEWARD - Stomacher 80) com 225 mL de
solugéo salina peptonada (SSP) a 0,1% para preparo da diluigdo 107, Em seguida,
foram preparadas as diluicdes consecutivas em microtubos do tipo Eppendorf
utilizando-se 0,1 mL desta diluicdo em 0,9 mL de SSP a 0,1%. Para o primeiro dia
de anadlise (dia 0), com objetivo de se conhecer as condigdes sanitarias das
amostras, foram realizadas diluicdes até 10®. Nos dias consecutivos as diluicdes
foram preparadas de acordo com os resultados obtidos nas analises anteriores, para

minimizar os gastos sem interferir nos achados.
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Figura 8 — Retirada da por¢gao muscular da
amostra de sardinha verdadeira (S.
brasiliensis) para realizagdo das analises
bacterioldgicas.

4.4.2.3 Contagem de Enterobacteriaceae

Para pesquisa de Enterobacteriaceae foi utilizada a técnica de contagem em
placas método “Spread Plate” descrita na Instru¢do Normativa n° 62 (BRASIL, 2003)
que se baseia na inoculagédo das diluigdes (0,1 mL) em agar cristal violeta vermelho
neutro bile glicose e posterior incubagao a 35-37 °C por 18-24 horas. Neste meio de
cultura o cristal violeta e os sais biliares como o desoxicolato de sb6dio e o
tauracolato de sodio atuam como inibidores da microbiota Gram positiva. A
composi¢cdo do meio evidencia a habilidade dos microrganismos fermentarem a
glicose com produgao de acido, reagao indicada por uma viragem do indicador a
vermelho, e a precipitacdo de sais biliares observada pela formacdo de halo
vermelho ao redor das coldnias (Figura 9). As placas que continham entre 15 e 150
Unidades Formadoras de Col6nia (UFC) foram selecionadas sendo contadas as
UFC de coloracdo vermelha, rodeadas ou nado por halo de precipitacdo da bile
presente no meio em contador de coldnias tipo Quebec. O resultado final das
contagens foi corrigido através da multiplicagdo do valor obtido por 10 (fator de
corregdo na técnica de minituarizagdo) para obtengcdo do numero de UFC.g'1 de
amostra.

Trés UFC tipicas foram selecionadas, repicadas para tubos com agar estoque
inclinado e incubadas a 35-37 °C (24 horas) para realizagdo da prova da oxidase

através da utilizagc&o de fita impregnada com reativo para oxidase e alga de platina
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(Figura 10). Nesta prova o aparecimento de cor azul (N'N'N'N'-tetrametil-
parafenileno-diamina) ou vermelho intenso (oxalato de para-amino-dimetilanilina)
apoés espalhamento da cultura sobre a fita € indicativo de reagao positiva. Todas as

enterobactérias s&o oxidase negativa.

Figura 9 — Colbnias caracteristicas de Figura 10 — Material utilizado para
Enterobacteriaceae rodeadas de halo realizagdo da prova da oxidase:
vermelho indicativo da precipitagdo de tubo de ensaio com Agar estoque,
sais biliares devido a producao de acido fita impregnada com reativo para
no meio. oxidase e alga de platina

4.4.2.4 Enumeragao de Enterococcus spp.

A enumeracdo de Enterococcus spp. foi realizada pelo método de
miniaturizagdo (MERCK, 2000 modificado por FRANCO; LEITE, 2005) que objetiva a
reducao do consumo do meio de cultura utilizado, sem alteragdo da especificidade e
confiabilidade do procedimento analitico.

A enumeracgao baseia-se na inoculagédo das diluigdes (0,1 mL) em trés séries
de trés microtubos do tipo Eppendorfs contendo o meio “Chromocult Enterococci
Broth” e incubagao a 45 °C (24-48 horas). A azida sddica presente nesse meio inibe
o crescimento de bactérias acompanhantes, principalmente bactérias Gram-
negativas e o substrato cromogénico 5-Bromo-4-Cloro-3-Indol-3-D-Glucopiranosideo
(X-GLU) quando quebrado pela enzima (-D-Glucosidase caracteristica do

Enterococcus resulta na viragem da cor do meio para azul esverdeado (Figura 11).
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Figura 11 - Viragem da cor do meio
“Chromocult Enterococci Broth” para azul
esverdeado (microtubo da  esquerda)
caracteristico do crescimento de
Enterococcus spp.

A partir dos cultivos positivos (azuis esverdeados) foi realizado o calculo final

a partir da seguinte formula:

NMP = NMP da tabela x fator de diluicdo intermediario x 10 (fator de correcio)
100

4425 Contagem de Bactérias Heterotroficas Aerdbias Mesdfilas (CBHAM) e
Psicrotréficas (CBHAP)

A CBHAM e a CBHAP foram realizadas pela técnica de contagem padrédo em
placa método “Pour plate”, descrita na Instrugdo Normativa n°62 (BRASIL, 2003).

Esta técnica baseia-se na inoculacéo das diluicées (0,1 mL) em duplicada nas
placas com Agar Padrdo para Contagem (APC) e posterior incubacéo. Para a
CBHAM a incubacao foi feita a 35-37 °C por 48 horas e para CBHAP a incubacao foi
feita a 4+1°C por 7 dias.

As placas que continham entre 30 e 300 Unidades Formadoras de Colbnia
(UFC) foram selecionadas e contadas em contador de colbnias tipo Quebec. O
resultado final das contagens foi corrigido multiplicando o valor obtido por 10 que é o
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fator de correcéo na técnica de minituarizagdo para obtengao do numero de UFC/g

de amostra.

4.4.3 Andlise sensorial

O frescor do peixe inteiro foi avaliado sensorialmente pela utilizacdo do
Método de indice de Qualidade (MIQ) conforme descrito por Sveinsdottir et al.
(2003).

Para realizagdo desta analise, seis julgadores passaram por dois
treinamentos para elaboracdo do protocolo de indice de Qualidade (IQ) utilizando
exemplares de sardinha verdadeira e sardinha boca-torta cruas inteiras e
refrigeradas, identificadas para cada tempo de armazenamento. No primeiro
treinamento as amostras foram avaliadas no 1°, 4°, 7° 9° 14° e 17° dias de
estocagem e, no segundo treinamento, a avaliagdo das amostras ocorreu no 2°, 6°,
9°, 13° e 16° dias de estocagem. As amostras foram retiradas do gelo cerca de 30
minutos antes de cada sessao e expostas aos avaliadores em bandejas plasticas de

cor branca (Figuras 12 A e B).

Figuras 12 A e B — Treinamento da equipe com amostras de sardinha
verdadeira (S. brasiliensis) refrigeradas para elaborag&o do protocolo Q.

Durante os treinamentos, orientados pela lider de equipe, foi permitida a
comunicagado entre os avaliadores. As mudancas observadas no aspecto geral,
olhos, branquias, boca e abdémen das amostras foram listadas e por consenso, a
equipe selecionou os atributos pertinentes a cada situacdo. A lider de equipe, a
partir dos atributos levantados durante os treinamentos, elaborou um esquema final

(protocolo 1Q) no qual os escores variaram de 0 a 2, de acordo com 0s parametros
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avaliados, sendo que zero foi considerado como o melhor e dois como o pior escore

(Quadros 2 e 3). Este esquema foi apresentado a equipe dias antes da analise para

que houvesse uma concordancia de que os atributos considerados estavam de

acordo com aqueles pertinentes durante o treinamento.

Quadro 2 — Protocolo 1Q elaborado para avaliagdo da sardinha verdadeira (S.
brasiliensis) refrigerada em gelo (0+2°C).

Parametros

Caracteristicas

PT

Aspecto geral

Pele

Brilho metalico intenso, trés cores bem definidas

Brilho metalico menos intenso, diminuicdo da
definicdo das cores

Perda do brilho metalico, definicdo de apenas
duas cores, superficie com limosidade

Escamas

Bem aderidas

Soltas

Firmeza
da carne

Firme

Ligeiramente amolecida

Amolecida, sinal de Godet

Olhos

Coérnea

Limpida

Ligeiramente opaca

Opaca

Pupila

Preta, delineada

Enevoada, perda do delineamento

Cinzenta, sem delineamento

Forma

Plana

Cbncava

Branquias

Odor

Algas

Maresia

Putrido

Cor

Vermelho vinho

Vermelho claro

Palida

Boca

Odor

Algas

Maresia

Putrido

Cor

Vermelha

Résea

Palida

Abddmen

Aspecto

Integro

Ventre rompido

= OIN (=2 |OIN = |OIN|=|OIN |2 O] |OIN|=[OIN |~ [OIN |~ |0~ O




Quadro 3 — Protocolo 1Q elaborado para avaliagdo da sardinha boca-torta
edentulus) refrigerada em gelo (0+2°C).
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Parametros

Caracteristicas

PT

Aspecto
geral

Pele

Brilho metalico intenso, duas cores bem definidas

(@)

Brilho metalico menos intenso, duas cores definidas

—

Perda do brilho metalico e definicdo das cores,
superficie com limosidade

N

Escamas

Bem aderidas

Soltas

Firmeza
da carne

Firme

Ligeiramente amolecida

Amolecida, sinal de Godet

Olhos

Cérnea

Limpida

Ligeiramente opaca

Opaca

Pupila

Preta, delineada

Enevoada, perda do delineamento

Cinzenta, sem delineamento

Convexa

Plana

Cobncava

Forma

Plana

Cébncava

Branquias

Odor

Algas e ferroso

Ferroso intenso

Putrido

Cor

Vermelho vivo

Résea

Palida

Aspecto

Auséncia de muco

Presenca de muco

Boca

Odor

Algas e ferroso

Ferroso intenso

Putrido

Cor

Vermelha

Résea

Palida

Aspecto

Auséncia de muco

Presenca de muco

Abddmen

Aspecto

Integro

Ventre rompido

= O] (OIN |~ OIN [~ O] [OIN |~ |OIN [~ O] OIN [~ |OIN [~ |OoIN [~ |Oo|IN |~ |Oo|~ o
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ApoOs o periodo de treinamento, as amostras de sardinha verdadeira e de
sardinha boca-torta de diferentes dias de estocagem (1°, 3°, 9°, 11°, 15° e 1°, 7°, 10°,
14°, 17°, respectivamente) foram depositadas em bandejas previamente codificadas
com numeros aleatérios de trés digitos e observadas pelos julgadores em condi¢des
laboratoriais padronizadas sob luz natural. Cada julgador analisou as amostras
individualmente e registrou sua avaliagédo para cada parametro de qualidade no
protocolo IQ anteriormente preparado para cada amostra. As pontuagdes registradas
para cada caracteristica foram somadas para dar una pontuacdo sensorial total, o

denominado indice de qualidade (Figura 13).

Figura 13 — Amostras de sardinha boca-
torta (C. edentulus) depositadas em
bandejas  codificadas e ficha para
procedimento de analise sensorial pela
utilizagéo do protocolo IQ.

4.4.4 Tratamento estatistico dos resultados

Todos os resultados obtidos foram submetidos a analise estatistica através da
utilizagcao do programa computacional Bio Estat 5.0 (AYRES, 2007), empregando-se
a analise de regressédo linear com o objetivo de avaliar as mudangas nas
caracteristicas bacteriolégicas, fisico-quimicas e sensorial de cada amostra

estudada em fung¢ao do tempo de estocagem.



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A seguir serdo apresentados os resultados das analises fisico-quimicas,
bacterioldgicas e sensoriais obtidos no presente estudo, bem como a discussao dos

mesmos.

5.1 ANALISES FiSICO-QUIMICAS

Os resultados obtidos nas analises fisico-quimicas em amostras de sardinha
verdadeira (S. brasiliensis) e sardinha boca-torta (C. edentulus) sdo descritos e

discutidos nos itens subsequentes.

5.1.1 BVT e TMA

Os valores médios das analises de BVT e TMA realizadas em biduo nas
amostras de sardinha verdadeira e sardinha boca-torta mantidas sob refrigeracéo

(0+2°C) durante 18 dias de estocagem estdo apresentados na tabela 1.
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Tabela 1 — Resultados referentes as analises de Bases Volateis Totais (BVT) e
Trimetilamina (TMA) (mg N.100 g™') realizadas em biduo em amostras de
sardinhas verdadeiras (S. brasiliensis) e sardinha boca-torta (C.
edentulus) mantidas sob refrigeragao (0+2°C) por 18 dias de estocagem.

Dias de Sardinha verdadeira Sardinha boca torta
Estocagem (S. brasiliensis) (C. edentulus)
BVT TMA BVT TMA
(mg N.100g™) (mg N.100g™) (mg N.100g™) (mg N.100g™)

0 15,40 1,85 14,38 2,51

2 13,55 1,85 10,65 1,25

4 14,17 1,23 11,91 2,51

6 11,09 2,47 12,53 3,14

8 15,40 3,09 17,52 3,14

10 20,33 6,16 21,30 5,64
12 26,49 9,86 28,20 10,65
14 27,72 11,09 28,20 10,65
16 37,58 11,09 37,59 11,28
18 36,96 13,55 45,74 12,53

Conforme observado na tabela 1 o teor de BVT inicial nas amostras de
sardinha verdadeira e sardinha boca torta foi de 15,40 mg N.100 g e 14,38 mg
N.100 g™, respectivamente, aumentando gradualmente e atingindo o limite maximo
permitido na legislagdo brasileira (30 mg N.100 g™') apds o 14° dia de estocagem nas
duas amostras. Pereira e Tenuta-Filho (2005) mencionam que, como as BVT
também incluem a aménia, metabdlito presente também no pescado fresco, os
valores iniciais sdo bem acima de zero e, a medida que o pescado se degrada, ha
um aumento exponencial no valor de BVT como foi comprovado neste estudo.

De acordo com os resultados obtidos para BVT no presente estudo, as
sardinhas puderam ser classificadas inicialmente como de média qualidade, pois
segundo Ogawa e Maia (1999) peixes em excelente estado de frescor apresentam
teor de BVT entre 5-10 mg N.100 g™, os que apresentem média qualidade possuem
entre 15-25 mg N.100 g e, aqueles em deterioracdo, podem ter entre 30-40 mg

N.100 g™, atingindo, em estagios mais avancados, teor acima de 50 mg N.100 g".
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O teor inicial de TMA, também demonstrado na tabela 1, foi de 1,85 mg N.100
g'1 e 2,51 mg N.100 g'1, nas amostras de sardinha verdadeira e sardinha boca-torta,
respectivamente, sendo que apds o 8° dia nas duas amostras, o limite maximo
preconizado na legislagdo para bases volateis terciarias foi alcangado. Marrakchi et
al. (1990) afirmam que, a partir do teor de TMA, seria possivel classificar o frescor de
sardinhas em 12 qualidade, para as espécies com 6timo frescor e que apresentem
teor de TMA menor que 1 mg N.100 g'1; 22 qualidade para aquelas com bom frescor
e conteudo entre 1-3 mg N.100 g'1; e 32 qualidade para as espécies com frescor
intermediario que apresentem um teor de TMA maior que 5 mg N.100 g'1. Ababouch
et al. (1996) consideram que o limite maximo aceitavel de TMA deve estar entre 10-
15 mg N.100 g'1 e que, para o pescado ser classificado como de boa qualidade,
deve conter teor menor que 1,5 mg N.100 g”'. Sendo assim, no presente estudo as
amostras de sardinha puderam ser classificadas inicialmente como de 22 qualidade
visto que apresentaram teores de TMA inferiores a 3 mg N.100 g™".

Nas figuras 14 A e B observa-se que a evolugédo do teor de BVT e TMA, nas
amostras de sardinha verdadeira (S. brasiliensis) e sardinha boca torta (C.
edentulus) respectivamente, ocorreu em fungdo do tempo de armazenamento sob
refrigeragao (0+2°C). Na mesma figura verifica-se que, a medida que o teor de TMA
aumenta, o teor de BVT aumenta de forma proporcional, demonstrando a estreita
relacdo entre esses compostos, pois a TMA €& uma base nitrogenada produzida
essencialmente no peixe refrigerado por bactérias deteriorantes que constitui uma
das BVT. Além disso, os niveis superiores de BVT sugerem a produgao de outros
compostos nitrogenados, como a amoénia, resultante da protedlise bacteriana e

metabolismo dos aminoacidos, conforme mencionado por Ababouch et al. (1996).
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Figuras 14 A e B — Representacdo grafica do teor de BVT e TMA (mgN.100g™") em
(A) sardinha verdadeira (S. brasiliensis) e (B) sardinha boca torta (C. edentulus)
mantidas sob refrigeragado (0+2°C) em diferentes dias de estocagem.

A tabela 2 apresenta os modelos de equacao linear para as analises das BVT
e TMA realizadas nas amostras de sardinha verdadeira e sardinha boca-torta em

funcado do periodo de estocagem.



77

Tabela 2 — Modelos de equagao de regressao das analises de BVT e TMA (Y) em
funcdo do tempo de armazenamento em gelo (x) da sardinha verdadeira
(S. brasiliensis) e sardinha boca-torta (C. edentulus) e seus respectivos
coeficientes de determinacéo (R?) e niveis de probabilidade (p)

Analises fisico-quimicas Modelo de regressao R? p>F

Sardinha BVT Y =5,83 +2,91.x 0,81 0,0006
verdadeira TMA =-1,93 +1,48.x 0,90 0,0001
Sardinha BVT Y =2,70 + 3,65.x 0,86 0,0003
boca-torta TMA Y=-121+137x 0,88 0,0015

Nesta tabela observa-se que o tempo de estocagem em gelo (0+2°C)
influenciou de forma significativa (p<0,05) a produ¢do BVT e TMA nas duas
amostras estudadas.

Os valores iniciais para BVT deste estudo foram semelhantes aos observados
por Pereira e Tenuta-Filho (2005) ao avaliarem sardinhas verdadeiras frescas.
Porém foram mais altos que os relatados por Kilinc e Cakli (2004) e Ndaw et al.
(2008) e mais baixos que os encontrados por Aubourg, Sotelo e Gallardo (1997) e
Oetterer et al. (2003), variagdo que pode ter ocorrido em fungdo da qualidade da
matéria-prima analisada por esses estudiosos.

Os resultados encontrados nesta pesquisa concordaram com os observados
por Marrakchi et al. (1990), que ao avaliarem as alteragdes sensoriais, quimicas e
microbiolégicas de sardinhas européias (Sardina pilchardus) durante 18 dias de
estocagem em gelo, notaram que os valores médios de TMA nos dias 0, 9 e 18
foram de 0,16, 4,84 e 10,78 mg N.100 g’ respectivamente. Esses autores
observaram também que o valor médio inicial de BVT foi de 13,41 mg N.100 g™,
atingindo nos dias 9 e 18 valores de 21,48 e 37,46 mg N.100 g™, respectivamente.

Contudo os resultados deste trabalho diferiram dos achados por Erkan e
Ozden (2008) e Teodoro, Andrade e Mano (2007). Os primeiros autores avaliaram
sardinhas da espécie S. pilchardus inteiras e evisceradas estocadas em gelo (4°C) e
observaram um valor médio inicial de BVT de 11,11 e 10,18 mg N.100 g,
respectivamente, atingindo, ao final de nove dias de estocagem, uma média de
29,03 mg N.100 g’ nas sardinhas inteiras e 15,03 mg N.100 g nas sardinhas
evisceradas e um teor de TMA inicial de 2,5 e 2,6 mg N.1009'1 que, ao final do

estudo, atingiu 4,16 e 2,36 mg N.100g" nas amostras de sardinhas inteiras e
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evisceradas, respectivamente, concluindo desta forma, que nas sardinhas inteiras a
atividade enzimatica e bacteriana que ocorre nas visceras influencia diretamente no
teor das BVT. Os segundos autores objetivando avaliar o efeito da embalagem de
sardinhas (S. brasiliensis) em atmosfera modificada mantidas sob refrigeracéo,
observaram que a partir do 10° dia a amostra controle (sem tratamento) apresentou
valores acima do permitido na legislagdo (30 mg N.100 g™') e a amostra embalada a
vacuo apresentou-se imprépria a partir do 13° dia. Nas amostras embaladas com
CO, a presenca de BVT acima do limite estabelecido foi detectada no 20° dia de
armazenamento, 0 que comprova que a embalagem em atmosfera modificada pode
ter influenciado no numero de bactérias presentes e/ou na habilidade dessas

bactérias em agir na desaminag&o dos compostos nitrogenados néo protéicos.

5.1.2 Hipoxantina

Os valores médios de hipoxantina obtidos nas analises diarias dos
exemplares de sardinha verdadeira e sardinha boca-torta mantidas sob refrigeracéo

em gelo (0+2°C), durante 18 dias de estocagem, podem ser observados na tabela 3.
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Tabela 3 — Resultados referentes aos teores de hipoxantina (umol.g™") em sardinhas
verdadeiras (S. brasiliensis) e sardinha boca-torta (C. edentulus)
mantidas sob refrigeragao (0+2°C) em diferentes dias de estocagem.

Hipoxantina (umol.g™)

Dias de estocagem Sardinha verdadeira Sardinha boca-torta

(S. brasiliensis) (C. edentulus)
0 0,65 1,40
1 0,70 1,65
2 0,79 1,40
3 0,79 1,38
4 0,84 1,46
5 1,04 1,72
6 1,11 1,67
7 0,89 2,03
8 0,97 1,62
9 1,65 1,90
10 1,53 2,02
11 1,32 1,78
12 1,64 1,59
13 1,93 1,50
14 2,92 2,16
15 2,73 2,42
16 2,89 2,00
17 2,45 1,82
18 2,62 2,09

Conforme os dados contidos nesta tabela, no 1° dia de analise, o teor médio
de Hx nos exemplares de sardinha verdadeira foi de 0,65 pmol.g'1 aumentando
gradativamente, de forma linear, no decorrer do periodo de estocagem, perfil
faciimente verificado na Figura 15, atingindo 2,62 pmol.g” no 18° dia. Nos
exemplares de sardinha boca-torta, o conteudo médio inicial foi elevado em
comparagdo com as amostras de sardinha verdadeira (1,40 pmol.g™") e aumentou de

forma gradativa e linear, atingindo 2,09 ymol.g™ no ultimo dia de estocagem.
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Apesar da legislacado brasileira ndo pontuar limites para hipoxantina, trata-se
de um importante pardmetro para avaliar o grau de frescor do pescado, pois € um
dos primeiros compostos formados a partir da degradacdo do ATP pela
decomposicdo autolitica de nucleotideos ou pela acdo bacteriana assim que o
processo de deterioragao se instala (GRAM; HUSS, 1996). Como a taxa e o padrao
de degradacao do ATP variam em fungao da espécie, do musculo e da maturidade
dos peixes, bem como das condi¢gdes de estresse durante a captura, manuseio e
armazenamento (BATISTA et al., 2004; HUSS, 1999; OCANO-HIGUERA, et al.,
2009; OZYURT et al., 2007; SALLAM, 2007), a diferenca no teor de hipoxantina
encontrado nas espécies estudadas pode ter ocorrido devido a essa variagao,
principalmente em virtude do estresse durante a pesca que leva ao cansaco e,
consequente, esgotamento do ATP e ADP, acumulo de IMP e posteriormente Hx.

Os valores obtidos no presente estudo foram superiores aos relatados por
Lakshamanan, Antony e Gopakumar (1996) que estudaram a degradacdo de
nucleotideos em duas espécies de peixe (Liza corsula e Etroplus suratensis)
estocadas em gelo e observaram que na primeira espécie o conteudo de Hx
aumentou de 0,175umol.g™" imediatamente apds a captura, para 1,913 pmol.g™ apds
15 dias de armazenamento e, na segunda espécie, um aumento de 0,16 ymol.g™”
para 1,14 pmol.g'1 foi observado, apds o mesmo periodo.

Sallan (2007) ao avaliar a validade comercial de filés de salmdo armazenados
sob refrigeracéo (1°C) durante um periodo de 15 dias observou um conteudo de Hx
inicial de 0,62-0,68 umol.g™' que aumentou significativamente para 3,58 pymol.g” ao
final do experimento. Os valores iniciais da presente pesquisa para amostras de
sardinha verdadeira foram coincidentes com os descritos por esse pesquisador,
porém o conteudo final foi inferior.

Confrontando os dados obtidos nessa pesquisa com os valores relatados por
esses estudiosos, sugere-se, portanto, uma variagdo no conteudo de hipoxantina de
acordo com a espécie estudada.

A figura 15 representa graficamente a evolugdo gradativa do teor de
hipoxantina nas duas amostras estudadas em fung¢ao do tempo de armazenamento

sob refrigeragéo (0+2°C).
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Figura 15 - Representagdo grafica da concentragdo de hipoxantina (umol.g™") em
sardinha verdadeira (S. brasiliensis) e sardinha boca torta (C. edentulus) mantidas
sob refrigeragao (0+2°C) em diferentes dias de estocagem.

Os resultados encontrados nesse estudo no que diz respeito a evolugao do
teor de hipoxantina em fungao do tempo de armazenamento, ou seja, um aumento
gradativo deste composto no decorrer do periodo de estocagem corroboram com o0s
obtidos por Kodaira et al. (2001); Ozogul e Ozogul (2002); Ozyurt et al. (2007);
Veciana-Nogués, Marine-Font e Vidal-Carou (1997) ao analisarem diferentes
espécies de peixe armazenadas em diferentes temperaturas.

Na tabela 4 estdo apresentados os modelos de equacgéo linear que melhor se
ajustaram ao conteudo de hipoxantina nas amostras de sardinha verdadeira e
sardinha boca torta em fungdo do periodo de estocagem. Os dados pontuados
indicam que o aumento do teor de hipoxantina ocorreu de forma significativa
(p<0,05) nas duas amostras em fungdo do tempo de estocagem. Porém, como o
coeficiente de determinacdo (R?) obtido pela analise de sardinha boca-torta foi de
0,47, sugere-se que existam outras variaveis que provavelmente influenciem no teor

de hipoxantina dessas espécies, além do tempo de estocagem.
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Tabela 4 — Modelos de equagao de regressdao da analise de hipoxantina (Y) em
funcdo do tempo de armazenamento em gelo (x) da sardinha verdadeira
(S. brasiliensis) e sardinha boca-torta (C. edentulus) e seus respectivos
coeficientes de determinacdo (R?) e niveis de probabilidade (p)

Hipoxantina Modelo de regressdo  R? p>F

Sardinha verdadeira
. ) Y =31,70 + 17,93.x 0,85 < 10,0001
(S. brasiliensis)

Sardinha boca-torta

Y =192,27 +4,85x 0,47 0,0016
(C. edentulus)

Baseado nos valores de hipoxantina obtidos nas condi¢cdes desse estudo
correlacionados com os resultados obtidos nas analises bacterioldgicas e sensoriais
€ possivel sugerir uma classificagdo quanto ao frescor das espécies estudadas. Para
os exemplares de sardinha verdadeira um contetido de hipoxantina de 0,70 pmol.g”
seria indicativo de 6tima qualidade (excelente grau de frescor), ao redor de 1,0
umol.g™ indicaria bom estado de frescor e, em torno de 1,5 pmol.g™", associado a
rejeicdo das amostras devido as alteragdes sensoriais € aos valores de TMA e
CBHAP, seria indicativo de perda de qualidade da matéria-prima. Para os
exemplares de sardinha boca torta, o conteudo de hipoxantina entre 1,4-1,6 pmol.g'1
indicaria bom estado de frescor, sendo que um teor ao redor de 1,9 pmol.g'1 seria
indicativo de perda de frescor. Neste caso, os valores iniciais mais elevados sao
devidos, possivelmente, ao estresse sofrido durante a pesca com rapida degradagéo
do ATP, ndo sendo possivel, desta forma, sugerir valores que classificassem a 6tima

qualidade desta matéria-prima.

5.1.3 Aminas biogénicas

O conteudo de histamina, cadaverina e putrescina nos exemplares de
sardinha verdadeira e sardinha boca-torta mantidas sob refrigeragdo (0+2°C)

analisadas em biduo por um periodo de 18 dias esta apresentado na tabela 5.
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Tabela 5 — Resultados referentes & analise de histamina (HI) por fluorimetria (ug.g™")
e cadaverina (CA) e putrescina (PU) por CCD — Cromatografia em
Camada Delgada (mg.100 g™') em sardinhas verdadeiras (S. brasiliensis)
e sardinha boca torta (C. edentulus) mantidas sob refrigeracéo (0+2°C)
em diferentes dias de estocagem.

Sardinha verdadeira Sardinha boca-torta
Dias de (S. brasiliensis) (C. edentulus)
estocagem HI CA PU HI CA PU
(bg.g") (mg.100g™) (mg.100g™) (ug.g™") (Mg.100g™) (mg.100g™)

0 1,8 ND ND 1,8 ND ND
2-8 0,0 ND ND 0,0 ND ND
10 1,8 <20 ND 0,0 ND ND
12 0,9 <20 ND 0,0 ND ND
14 1,8 <20 ND 1,8 ND ND
16 0,0 <2,0 <2,0 0,0 <2,0 <2,0
18 0,9 <2,0 <2,0 0,0 <2,0 <2,0

ND: N&o Detectavel por CCD (Cromatografia em Camada Delgada)

Com os dados da tabela 5, tanto nas amostras de sardinha verdadeira como
nas amostras de sardinha boca-torta observa-se que o limite de 10mg.100g™
(100ppm) de histamina estabelecido na Portaria n° 185 (BRASIL, 1997) n&o foi
alcangado durante todo o periodo de estocagem. Como no presente estudo os
peixes foram mantidos sob refrigeragcdo (0+2°C), ndo ocorreram condigcdes
favoraveis a produgao de histamina que segundo Halasz et al. (1994) é controlada
em alimentos armazenados a 5°C devido ao lento crescimento dos microrganismos
produtores de histamina a baixa temperatura.

Esses resultados ndo estdo em conformidade com os obtidos por diversos
estudiosos como Marrakchi et al. (1990) que avaliaram sardinhas européias (Sardina
pilchardus) estocadas em gelo por um periodo de 18 dias e observaram que o
contetido de histamina no 3° dia de estocagem foi de 1,25 mg.100 g™, atingindo em
torno de 18 mg.100 g™ ao final do estudo (18° dia); Ababouch et al. (1996) apesar
terem observado que a taxa de produgao de histamina foi muito maior nas amostras
de sardinha européia armazenadas em temperatura ambiente quando comparada

com a estocada em gelo, obtiveram niveis de 14,74 e 21,05 mg.100 g’ para essas
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amostras, apds 11 e 13 dias de armazenamento, respectivamente; Erkan e Ozden
(2008) também avaliaram sardinhas européias inteiras e evisceradas estocadas em
gelo (4°C) e detectaram um conteldo inicial de histamina baixo (12,30 mg.kg™) nas
duas amostras, atingindo um nivel maximo de 52,8 e 45,8 mg.kg™' nas amostras de
sardinha inteira e eviscerada, respectivamente, apds 7 dias de estocagem.

Pacheco-Aguilar, Lugo-Sanchez e Villegas-Ozuna (1998) reportaram valores
menores de histamina (0,00018ppm) que os encontrados nesse estudo ao
analisarem sardinhas (Sardinops sagax caerulea) estocadas a 0°C durante 15 dias
de armazenamento e concluiram que o tratamento adequado pds-captura garantiu
uma baixa populagdo microbiana na superficie do peixe antes do armazenamento a
0°C.

Como pode ser observado na tabela 5, ocorreu uma variagdo nao linear no
teor de histamina em fungdo do tempo de estocagem nas duas amostras, pois
inicialmente (dia 0 de estocagem) um contetido de 1,8 pg.g”' foi encontrado nas
duas espécies, sendo observado o mesmo conteudo apenas no 10° e 14° dias de
estocagem nas amostras de sardinha verdadeira e sardinha boca-torta,
respectivamente. Esse fato pode ser explicado pela analise ter sido realizada em um
lote e ndo apenas em um peixe, pela manutencdo do frio realizada de forma
heterogénea que propiciou a atividade histidina descarboxilase das bactérias em
alguns exemplares e pela variagdo do conteudo de histamina em um mesmo
exemplar em funcio da por¢ao muscular analisada.

Com relacdo a presenga de cadaverina e putrescina, na legislagao nacional
nao consta limites para essas aminas biogénicas, porém sao de suma importancia
por potencializarem a agdo da histamina como mencionado por Lehane e Olley
(2000), assim como por caracterizarem a qualidade da matéria-prima, visto que a
presencga dessas aminas indica perda de aminoacidos como lisina e ornitina.

Nesse estudo, conforme os dados apresentados na tabela 5, um teor de
cadaverina menor que 2,0 mg.100 g foi observado nas amostras de sardinha
verdadeira e sardinha boca-torta no 10° e 16° dia de estocagem, respectivamente. A
presenca de putrescina somente pdde ser detectada a partir do 16° dia de
estocagem num nivel menor que 2,0 mg.100 g~ nas duas amostras. E importante
salientar que a presenca de outras aminas foi detectada a partir do 16° dia de
estocagem nos exemplares de sardinha verdadeira e no 18° dia de estocagem na

sardinha boca-torta.
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5.2 ANALISES BACTERIOLOGICAS

Os resultados obtidos nas analises bacteriolégicas das amostras de sardinha
verdadeira e sardinha boca torta s&do visualizados nas tabelas 6 e 7,
respectivamente.

Cabe ressaltar que na legislagdo brasileira ndo consta limites para
Enterococcus spp. e Enterobacteriaceae em pescado, porém essas analises sao
importantes por indicarem o estado higiénico-sanitario das amostras além desses
microrganismos estarem diretamente envolvidos com a produg¢ao de histamina. Com
relacdo a CBHAM e CBHAP, que também ndo sao encontradas na legislagao,
porém importantes por avaliarem a qualidade sanitaria e o grau de deterioracdo das
amostras, respectivamente, usa-se como referéncia o limite de 10’UFC.g”

(7logUFC.g-1) estabelecido pela legislagao internacional (ICMSF, 1974).

Tabela 6 — Resultados referentes a contagem de Enterobacteriaceae (log UFC.g™),
enumeracdo de Enterococcus spp. (log NMP.g") e Contagens de
Bactérias Heterotroficas Aerdbias Mesofilas (CBHAM) e Psicrotroficas
(CBHAP) (logUFC.g") em sardinhas verdadeiras (S. brasiliensis)
mantidas sob refrigeragao (0+2°C) em diferentes dias de estocagem.

Dias Contagem Enumeracéo
de de de CBHAM CBHAP
Estocagem Enterobacteriaceae  Enterococcus spp. (log UFC.g") (log UFC.g™
(log UFC.g™) (log NMP.g™)
0 NR 1,95 4,61 4,25
2 3,81 3,66 4,54 4,62
4 3,64 2,85 4,31 4,92
6 3,75 2,85 4,40 5,78
8 3,94 2,85 5,94 7,66
10 4,16 2,97 6,10 9,21
12 5,61 2,63 6,85 9,33
14 6,13 3,32 7,03 9,78
16 5,46 4,04 6,81 10,07
18 6,57 3,45 7,16 10,83

NR: Nao Realizado
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Tabela 7 — Resultados referentes a contagem de Enterobacteriaceae (log UFC.g™),
enumeracdo de Enterococcus spp. (log NMP.g") e Contagens de
Bactérias Heterotroficas Aerdbias Mesofilas (CBHAM) e Psicrotroficas
(CBHAP) (log UFC.g™") em sardinhas boca torta (C. edentulus) mantidas
sob refrigeragao (0+2°C) em diferentes dias de estocagem.

Dias Contagem Enumeracéo
de de de CBHAM CBHAP
Estocagem Enterobacteriaceae  Enterococcus spp. (log UFC.g™) (log UFC.g™)
(log UFC.g™) (log NMP.g™)
0 NR 1,85 4,09 4,26
2 3,82 2,59 4,17 4,74
4 2,72 2,63 4,34 5,44
6 4,79 2,97 5,05 717
8 4,29 2,36 6,09 8,16
10 3,65 2,63 5,91 8,16
12 5,58 3,18 6,66 8,94
14 5,93 3,46 7,10 9,80
16 6,12 4,04 7,11 9,54
18 6,77 3,56 7,48 10,57

NR: Ndo Realizado

Conforme os dados das tabelas 6 e 7, observa-se que a contagem de
Enterobacteriaceea e a enumeracido de Enterococcus spp. variaram de 3,81 a 6,57
log UFC.g-1 e 1,95 a 3,45 log NMP.g™", respectivamente nas amostras de sardinha
verdadeira e de 3,82 a 6,77 log UFC.g-1 e 1,85 a 3,56 log NMP.g'1, respectivamente
nas amostras de sardinha boca torta.

Com relacdo a CBHAM, nas amostras de sardinha verdadeira e sardinha
boca torta inicialmente foi observado um crescimento de 4,61 log UFC.g™" e 4,09 log
UFC.g™, respectivamente, que atingiu o limite de 7 log UFC.g"' preconizado na
legislacdo internacional no 14° dia de estocagem nas duas amostras estudadas,
resultados esses semelhantes aos encontrados por Santo (2003) que ao analisar
amostras de sardinha verdadeira in natura detectou uma variagéo de 2,54 a 4,04 log
UFC.g" na CBHAM, considerando ser esta uma carga bacteriana normal para

espécies marinhas tropicais.
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A CBHAP iniciou em 4,25 log UFC.g™" e 4,26 log UFC.g™", nas amostras de
sardinha verdadeira e sardinha boca-torta, respectivamente, alcangando o limite
maximo previsto na legislacdo no 8° dia de estocagem (7,66 log UFC.g™") nas
amostras de sardinha verdadeira e no 6° dia (7,17 log UFC.g™") nas amostras de
sardinha boca-torta.

Os resultados obtidos na presente pesquisa nao estdo em conformidade com
os relatados por diversos pesquisadores como Marrakchi et al. (1990) que
observaram apds as primeiras horas de captura da S. pilchardus, uma contagem
inicial de bactérias psicrotroficas igual a 1,86x10° UFC.g™"(3,27 log UFC) e de
Enterobacteriaceae igual a 2,2x10" UFC.g™" (1,34 log UFC) e que o limite de 10°-10’
foi alcangado aos 9 dias de estocagem sob refrigeracdo (2-4°C); Ozogul, Polat e
Ozogul (2004) que investigando o efeito da embalagem em atmosfera modificada e
da embalagem a vacuo na qualidade da S. pilchardus estocada a 4°C observaram
uma contagem de bactérias inicial um pouco abaixo de 4,0 log UFC.g™" que atingiu 6
log UFC.g™" aos 3, 8 e 10 dias na amostra controle (sem tratamento), na embalada a
vacuo e na embalada em atmosfera modificada, respectivamente; e Erkan e Ozden
(2008) que ao avaliarem sardinhas inteiras e evisceradas estocadas a 4°C,
observaram uma contagem inicial de bactérias psicrotréficas nas amostras de
sardinhas evisceradas de 3,5 log UFC.g"' e nas sardinhas inteiras de 3,8 log UFC.g-
1, atingindo no nono dia de estocagem uma contagem de 5,32 log UFC.g-1 e 5,37
log UFC.g-1, respectivamente.

Com relagao a contagem de mesdfilos e a contagem de Enterobacteriaceae,
os valores encontrados nesse estudo foram semelhantes aos observados por Erkan
e Ozden (2008) que observaram uma contagem de mesdfilos inicial de 4 e 3,8 log
UFC.g-1 com crescimento até 6 e 5,25log UFC.g-1 no 9° dia de estocagem nas
amostras de sardinha inteira e sardinha eviscerada, respectivamente, e uma
contagem de Enterobacteriaceae inicial de 3,5 log UFC.g™", que ao final de nove dias
de estocagem aumentou para 5,08 e 4,30 log UFC.g" nas sardinhas inteiras e
evisceradas, respectivamente.

Na figuras 16 A e B, observa-se a evolugao das contagens de bactérias
heterotroficas aerdbias mesofilas (CBHAM) e psicrotréficas (CBHAP) em fungéo do
tempo de armazenamento, para cada uma das espécies. Nestas figuras observa-se
também que a CBHAP foi maior que a CBHAM, o que pode ser explicado por Jay

(2005) que afirma que em baixas temperaturas os microrganismos psicrotroficos tém
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demonstrado boa atividade enzimatica além de possuirem boa mobilidade da
membrana que facilita o transporte de nutrientes, sendo portanto mais eficientes que

os mesofilos na absorgao de solutos.
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Figuras 16 A e B - Representacdo grafica das Contagens de Bactérias
Heterotréficas Aerdbias Mesdfilas (CBHAM) e Psicrotréficas (CBHAP) (logUFC.g™")
em (A) sardinhas verdadeiras (S. brasiliensis) e (B) sardinhas boca torta (C.
edentulus) mantidas sob refrigeragao (0+2°C) em diferentes dias de estocagem.

Nas tabelas 8 e 9, estdo apresentados os modelos de equacao linear que

melhor se ajustaram a cada uma das analises bacteriolégicas em fungcéo do tempo
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de armazenamento em gelo das espécies sardinha verdadeira e sardinha boca torta,

respectivamente.

Tabela 8 — Modelos de equagéo de regressédo das analises bacteriologicas (Y) em
funcao do tempo de armazenamento em gelo (x) da sardinha verdadeira
(S. brasiliensis) e seus respectivos coeficientes de determinacéo (R?) e
niveis de probabilidade (p).

Andlises bacteriologicas Modelo de regressdo  R? p>F
Contagem de Enterobacteriaceae Y =2,87 +0,38.x 0,83 0,0010
Enumeracgéo de Enterococcus spp. Y =246 +0,11.x 0,32 0,0886
CBHAM Y =3,78 + 0,36.x 0,85 0,0003
CBHAP Y =3,18 + 0,81.x 0,94 <0,0001

Tabela 9 — Modelos de equagéo de regressédo das analises bacteriologicas (Y) em
funcdo do tempo de armazenamento em gelo (x) da sardinha boca-torta
(C. edentulus) e seus respectivos coeficientes de determinagdo (R?) e
niveis de probabilidade (p).

Analises bacterioldgicas Modelo de regressdo  R* p>F
Contagem de Enterobacteriaceae Y=2,72+0,43.x 0,76  0,0026
Enumeracédo de Enterococcus spp. Y =1,91+0,19.x 0,72 0,0015
CBHAM Y =3,48 + 0,42.x 0,96 <0,0001
CBHAP Y =3,76 + 0,71.x 0,95 <0,0001

O tempo de estocagem influenciou de forma significativa (p<0,05) todas as
analises bacteriologicas realizadas, conforme observado nas tabelas 8 e 9, com
excecdo da enumeracdo de Enterococcus spp. nos exemplares de sardinha
verdadeiras que nao apresentaram ajustamentos nos modelos linear e quadratico no
decorrer do periodo de estocagem, justificada pela avaliagdo de um lote
heterogéneo.

Apesar da contagem de Enterobacteriaceae e a enumerag¢ao de Enterococcus
spp. terem aumentado de forma significativa em fungéo do tempo de estocagem das
amostras sob refrigeracado, a quantidade de aminas biogénicas detectada foi muito
baixa. Interpreta-se, neste caso, que pode existir a presenca de um pequeno numero
de bactérias produtoras de histamina nas amostras e que a manutencdo adequada

do frio, pode ter inibido a atividade histidina-descarboxilase desses microrganismos.
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A elevada contagem bacteriana ndo esta necessariamente relacionada com a
producao de histamina, conforme constatado por Kim et al. (2002); Lakshamanan,
Shakila e Jeyasekaran (2002); Lopez-Sabater et al. (1996); Pons-Sanchez-Cascado
et al. (2005); Silveira et al. (2001) que observaram elevadas contagens de
microrganismos, entre os quais Enterobacteriaceae, em diferentes espécies de
peixe, porém um numero baixo de bactérias descarboxilase positivas.

No presente estudo, para CBHAM o limite estabelecido na legislagao
internacional, tanto nas amostras de sardinha verdadeira como nas amostras de
sardinha boca-torta, foi alcangado apenas no 14° dia de estocagem. Sendo assim,
essas matérias-prima foram classificadas como de boa qualidade e a manutencéao
do frio foi realizada de forma adequada, pois segundo Franco e Landgraf (2005) a
contagem de mesdfilos esta relacionada com a qualidade sanitaria dos alimentos,
podendo ainda ser utilizada para indicar deficiéncia no armazenamento em relagao
ao bindmio tempo/temperatura.

Na CBHAP o limite também estabelecido na legislacéo internacional foi
atingido no 8° e 6° dias de estocagem nas amostras de sardinha verdadeira e
sardinha boca-torta, respectivamente. Apesar de Franco e Landgraf (2005)
apontarem que essa contagem permite avaliar o grau de deterioragdo de alimentos
refrigerados e no caso das amostras de sardinha verdadeira esse resultado ter
coincidido com o teor de TMA, em conformidade com os resultados sensoriais, as
amostras analisadas foram classificadas como de boa qualidade para esse periodo,
nao podendo, desta forma, serem rejeitadas. Portanto, a presenga dessas bactérias
nas amostras ndo indicou deterioragdo, pois, conforme explicado por Huss (1999)
cada produto pesqueiro possui suas proprias bactérias especificas de deterioragao,
e é o numero dessas bactérias e ndao o numero total de microrganismos que

estabelece relagdo com a duragao do tempo de estocagem do produto.

5.3 ANALISE SENSORIAL

O esquema MIQ pontuou indices de qualidade variando de 0 a 19 para os
exemplares de sardinha verdadeira (Quadro 2) e de 0 a 23 para os exemplares de

sardinha boca-torta (Quadro 3).
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Nas tabelas 10 e 11 estdo apresentados os escores meédios obtidos pela
avaliagao dos julgadores a partir da aplicagdo do protocolo IQ na avaliagdo sensorial
das amostras de sardinha verdadeira e sardinhas boca-torta, respectivamente,
estocadas sob refrigeragdo. No inicio do periodo de estocagem os escores médios
foram de 1,83 e 2,00, atingindo 13,33 e 16,29 ao final do periodo de estocagem,

para as amostras de sardinha verdadeira e sardinha boca-torta, respectivamente.

Tabela 10 — Média dos escores resultantes da aplicacdo do protocolo 1Q em
amostras de sardinha verdadeira (S. brasiliensis) estocada sob
refrigeracao (0+2°C).

Dia de estocagem Escore
1 1,83
3 4,33
9 6,83
11 11,00
15 13,33

Tabela 11 — Média dos escores resultantes da aplicagcdo do protocolo 1Q em

amostras de sardinha boca-torta (C. edentulus) estocada sob
refrigeragao (0+2°C).

Dia de estocagem Escore
1 2,00
7 5,14
10 10,14
14 14,00
17 16,29

Nas figuras 17 A e B estdo representadas graficamente as médias dos
escores obtidos na avaliagdo das amostras pelos julgadores de acordo com o
periodo de estocagem nas quais foi observado que o IQ aumentou de forma linear
de acordo com o tempo de estocagem, e que entre os dias 9 e 11 de estocagem das
sardinhas verdadeiras e os dias 7 e 10 de estocagem das amostras de sardinha

boca torta houve um aumento mais acentuado do escore 1Q.
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Figuras 17 A e B — Representagao grafica das médias dos escores conferidos pelos
julgadores na avaliagdo das amostras de sardinha verdadeira (S. brasiliensis) (A) e
sardinha boca torta (C. edentulus) (B) estocadas sob refrigeragao (0+2°C).

No inicio da estocagem, as amostras de sardinha verdadeira apresentavam a
pele com brilho metédlico sendo observada a diferenciagdo de trés cores, a carne
firme, os olhos transparentes, a pupila preta e bem definida, as branquias com
coloracédo vermelho vinho e cheiro de alga e o abdémen integro. A perda do brilho e
definigdo das cores pode ser observada a partir do 9° dia de estocagem, assim como

a perda da coloragao da branquia que passou a vermelho claro. A partir do 11° dia a



93
carne apresentou-se amolecida, o ventre encontrava-se rompido e a branquia palida
e odor de maresia, sendo que, neste tempo, os julgadores ja demonstravam
rejeicdo. No ultimo dia de estocagem, de uma forma geral, as caracteristicas mais
perceptiveis foram carne amolecida, opacidade de cdrnea, odor putrido nas
branquias e ventre rompido (Figuras 18 A, B, C e D). Para esta espécie o IQ

proposto como limite de consumo aceitavel foi inferior a 11.

Figuras 18 A, B, C e D - Sardinha verdadeira (S. brasiliensis)
apresentando pele com brilho metalico e diferenciagao de trés cores (A)
e branquias com coloragao vermelho vinho (B) no 1° dia de estocagem,;
branquia com coloragdo vermelho claro no 9° dia de estocagem (C);
perda do brilho metalico e diferenciacdo de cores, carne amolecida e
ventre rompido no ultimo dia de estocagem (D).
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Para as amostras de sardinha boca-torta no inicio do periodo de estocagem,

as caracteristicas mais evidenciadas foram pele com brilho metalico e diferenciacao
de duas cores, carne firme, olhos transparentes, pupila preta, bem definida e
convexa, branquias com coloragdo vermelho vivo e odor a algas e ferroso e
abdémen integro. No 10° dia de estocagem a amostra foi rejeitada pelos julgadores
e apresentava perda do brilho metalico, as escamas soltas, a carne amolecida, a
pupila enevoada, a branquia palida e com odor ferroso intenso e o ventre rompido
(Figura 19 A, B e C). De acordo com as alteragbes observadas o |Q proposto como

limite de aceitabilidade foi menor que 14.

Figuras 19 A, B e C — Sardinha boca-torta (C. edentulus) apresentando
pele com brilho metalico e diferenciagdo de duas cores (A) e branquias
com coloragédo vermelho vivo (B) no 1° dia de estocagem; branquia com
coloragao palida no 10° dia de estocagem (C).

A tabela 12 apresenta os modelos de equagao linear que melhor se ajustaram
a avaliagao sensorial das amostras a partir do protocolo MIQ em fung¢ao do tempo de
estocagem que influenciou significativamente (p<0,05) as mudangas nas

caracteristicas sensoriais das amostras.
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Tabela 12 — Modelos de regressado da analise sensorial da sardinha verdadeira (S.
brasiliensis) e sardinha boca-torta (C. edentulus) (Y) em fungdo do
tempo de armazenamento em gelo (x) e seus respectivos coeficientes
de determinacao (R?) e niveis de probabilidade (p)

Analise sensorial Modelo de regressdo  R? p>F

Sardinha verdadeira
. ) Y =-1,44 +2,97.x 0,99 0,0004
(S. brasiliensis)

Sardinha boca-torta

Y =-1,44 + 3,86.x 0,98 0,0009
(C. edentulus)

Os dados obtidos nesse estudo corroboram com os observados por outros
estudiosos como Vaz-Pires et al. (2008) que ao avaliarem duas espécies de lula
(Sepia officinalis e lllex coindetii) estocadas em gelo observaram que a rejeicao da
primeira ocorreu no 10° dia de estocagem e da segunda no 9° dia, principalmente
devido a presenca de odores desagradaveis; Sykes et al. (2009) que observaram
uma validade comercial de 8 dias para lula da espécie Sepia officinalis estocado em
gelo; e Bonilla, Sveinsdottir e Martinsdottir (2007) que desenvolveram um protocolo
IQ para avaliar a qualidade do bacalhau fresco (Gadus morhua) armazenado em
gelo (0-1°C) por um periodo de 14 dias com oito parametros a serem analisados e
uma pontuagdo maxima de 18. Através da aplicagdo deste protocolo esses autores
estimaram um tempo maximo de armazenamento para esta espécie de 8 dias em
gelo. Porém esses dados discordam dos obtidos por Erkan e Ozden (2008) que
estabeleceram o limite de aceitabilidade para sardinhas inteiras e evisceradas
estocadas a 4°C no 7° dia de estocagem, possivelmente devido a temperatura de
estocagem ter sido mais elevada contribuindo desta forma, na aceleracdo das
alteracbes sensoriais da matéria-prima. Esses autores relataram ainda que no 1° dia
de estocagem os peixes encontravam-se firmes e brilhantes e no 4° dia o peixe foi
classificado como palido e a carne amolecida, com escores médios de 2,36, 5,53,
13,26, 20,10 e 22,53 para os dias 1, 3, 5, 7 e 9 de estocagem.

Os parametros que apresentaram maiores variagcbes apontados pelos
julgadores na presente pesquisa concordam com aqueles descritos por Musgrove et
al. (2007) que objetivando avaliar a qualidade da sardinha (Sardinops sagax) no
periodo pdés-captura utilizando o MIQ, observaram que alteragbes significativas na

aparéncia geral, firmeza da carne, transparéncia dos olhos e cor das branquias.



6 CONCLUSOES E SUGESTOES

Com os resultados obtidos no presente estudo pode-se concluir que:

e O teor de TMA foi o fator de melhor aplicabilidade para avaliagdo do grau de
frescor do pescado em comparacgao ao teor de BVT que ultrapassou o limite
preconizado pela legislagdo apenas quando o pescado tinha sido rejeitado
sensorialmente.

e O conteudo de hipoxantina aumentou de forma significativa no decorrer do
periodo de estocagem nas espécies estudadas, apresentando, portanto uma
boa correlagdo com a qualidade do pescado.

e Apesar de nesta pesquisa ainda nao ter sido possivel estabelecer valores de
hipoxantina que possam ser utilizados com precis&o na avaliagdo do grau de
frescor de pescado, correlacionando os resultados da analise sensorial com o
teor deste composto, valores ao redor de 1,5 pmol.g'1 para as espécies de
sardinha verdadeira e valores ao redor de 1,9 pmol.g™” para as espécies de
sardinha boca-torta poderiam ser utilizados como alerta indicativo de
deterioragao.

e A manutengdo do pescado em temperaturas baixas (0+2°C) retardou a
producao de aminas biogénicas.

¢ A CBHAM indicou boa qualidade da matéria-prima e adequada manutengao
da cadeia do frio no armazenamento das amostras.

e A CBHAP, apesar de ter apresentado correlagdgo com o teor de TMA nas

amostras de sardinha verdadeira, ndo teve boa correlagdo com os resultados
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sensoriais, nao apresentando, desta forma, boa aplicabilidade para avaliagcao
do grau de frescor do pescado, tomando-se como referéncia a legislagao
internacional que estabelece um limite maximo de 7 log UFC.g™.

Os resultados da enumeracdo de Enterococcus spp. e da contagem de
Enterobacteriaceae tiveram boa correlacdo com a qualidade do pescado,
devido o aumento dos valores ter ocorrido de acordo com o periodo de
estocagem.

O MIQ pode ser utilizado para avaliagdo do grau de frescor das espécies
estudadas, pois teve boa correlacdo com os resultados fisico-quimicos e
bacterioldgicos.

Sensorialmente os parametros que apresentaram maiores variacdées no
decorrer do tempo de armazenamento, foram odor das branquias e aspecto
da pele e abdémen, nas duas espécies estudadas.

Foi estabelecida a validade comercial de dez dias para as sardinhas

verdadeiras e de nove dias para as sardinhas boca-torta.
Considerando os resultados obtidos, sugere-se:

A realizagdo de estudos que estabelecam novos paréametros para BVT que
possam ser utilizados com seguranga na avaliagdo do grau de frescor do
pescado.

Uma avaliagdo mais ampla do comportamento evolutivo do conteudo de
hipoxantina em cada etapa post mortem, até perda da validade comercial das
espécies de pescado, que contribuia na obtencdo de dados para futuras

inclusbes desse parametro no Regulamento Técnico.
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