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RESUMO

Determinar um parametro que possa ser usado como indicar universal da qualidade do
pescado € uma tarefa complexa que envolve uma variedade de fatores que incluem o frescor, a
qualidade nutricional, integridade, seguranca alimentar e caracteristicas e atributos das
espécies analisadas. O presente trabalho teve como objetivo geral acompanhar as alteragdes
ao longo da estocagem de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) sob refrigeracdo através do
monitoramento de multivariaveis sensoriais, bacterianas e quimicas. Para o experimento, 0s
peixes foram mantidos com o gelo (0°C) em caixas isotérmicas, sem haver reposi¢cdo ou
remocdo, e dentro do refrigerador com temperatura controlada de 2°C. A partir do dia zero, e
a cada 7 dias, era retirado um peixe para as analises sensoriais, microbioldgicas e fisico-
quimicas até o vigésimo oitavo dia (To a T2s) O gelo usado também foi analisado
microbiologicamente. Em cada peixe foram feitas analises de atributos estabelecidos no
método de indice de qualidade (MIQ), contagens de grupos bacterianos cultivaveis
heterotrdficos mesofilos e psicrofilos, bases volateis nitrogenadas totais (N-BVT) e potencial
hidrogenionico (pH) do musculo. Foram feitos isolamentos e purificacdo de bactérias
crescidas nos meios de cultura para identificacdo taxondmica. Aplicou-se analise de
correlacdo linear de Pearson nos dados referentes as contagens bacterianas e atributos
considerados no MIQ. Na analise sensorial, a média das notas dos painelistas variou de 0,5 a
15,25. Individualmente o atributo “aspecto geral” alcangou maior pontuacdo no Tzs € 0
atributo olhos, que apresentou a maior pontuacdo em T7 e Tis. A amostra do gelo comercial
utilizado ndo apresentou contaminacgéo por coliformes termotolerantes estando de acordo com
o recomendado pela legislacédo vigente. Houve correlacdo positiva elevada entre as contagens
bacterianas/atributos do MIQ e as contagens bacterianas/N-BVT. A variacdo das BVT foi de
0,84 a 20,08 N/100g, permanecendo dentro do aceitavel para o consumo humano. Os valores
do pH variaram de 6,32 a 6,94, desrespeitando o limite maximo recomendado pela legislacdo
brasileira. Os principais géneros bacterianos identificados nas amostras foram: Pseudomonas,
Bacillus, Staphylococcus, Micrococcus, Aeromonas, Citrobacter. e Enterobacter com
predominéncia de bactérias Gram positivas. Com a aplicacdo do MIQ na avaliacdo de
qualidade dos peixes pdde-se verificar que alteracGes nos atributos relacionados a qualidade
do pescado s6 foram perceptiveis aos painelistas a partir do sétimo dia de estocagem que
coincidiu com o0 aumento no numero de bactérias mesofilas e a deteccdo de bacterias

psicréfilas no masculo do pescado. Para a espécie analisada, as N-BVT mostraram ser um



parametro de baixa eficiéncia na indicagdo da qualidade do pescado enquanto os valores de

pH foram coerentes com os parametros sensoriais € microbioldgicos.

Palavras-chave: Pescado. Refrigeracdo. Método do Indice de Qualidade. Mesofilas.
Psicrofilas. Bases nitrogenadas.



ABSTRACT

Determination of parameters that can be used as universal quality indicators of a task
involving once for all fish species, nutritional quality, safety, food supply and characteristics
of the species analyzed. The report of general and periodic changes in the monitoring of Nile
tilapia (Oreochromis niloticus) in the selective monitoring of multivariate sensorial, bacterial
and chemicals. For the experiment, the fish were kept with ice (0°C) in isothermal boxes,
without being replenished or removed, and inside the refrigerator with a controlled
temperature of 2°C. From day zero, and every 7 days, a fish was removed for the sensorial,
microbiological and physico-chemical analyzes until the twenty-eighth day (TO to T28). The
used ice was also analyzed microbiologically. In each fish, the quality index (QIM), attributes
of mesophilic and psychrophilic heterotrophic bacterial groups, total nitrogenous volatile
bases (N-BVT) and hydrogenation potential (pH) of the muscle were determined. Isolates and
purification of bacteria grown in the culture media for taxonomic identification were made.
Pearson's linear correlation analysis was applied to the data concerning the bacterial counts
and attributes considered in the QIM. In sensory analysis, the average score of the panelists
ranged from 0.5 to 15.25. Individually the "general appearance" attribute reached the highest
score in T28, and the attribute eyes, which presented the highest score in T7 and T14. The
commercial ice sample used did not present contamination by thermotolerant coliforms being
in accordance with the recommended by the current legislation. There was a high positive
correlation between bacterial counts / QIM attributes and bacterial / N-BVT counts. The
variation of BVT was from 0.84 to 20.08 N / 100g, remaining within acceptable for human
consumption. The pH values ranged from 6.32 to 6.94, disregarding the maximum limit
recommended by Brazilian legislation. The main bacterial genera identified in the samples
were: Pseudomonas, Bacillus, Staphylococcus, Micrococcus, Aeromonas, Citrobacter, and
Enterobacter with predominance of Gram positive bacteria. With the application of QIM in
fish quality evaluation it was possible to verify that changes in attributes related to fish quality
were only perceptible to the panelists from the seventh day of storage, which coincided with
the increase in the number of mesophilic bacteria and the detection of psychophilic bacteria in
fish muscle. For the specie analyzed, the N-BVT showed to be a low efficiency parameter in
the indication of fish quality while the pH values were consistent with the sensorial and

microbiological parameters.



Keywords: Fish. Refrigeration. Quality Score Method. Mesofilas. Psychophiles. Nitrogenous

bases.
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1 INTRODUCAO

A producdo de pescado pode ser dividida entre a pesca extrativa e a aquicultura. A
pesca extrativa € considerada uma atividade que consiste na retirada de recursos pesqueiros do
seu habitat natural, e a aquicultura é o cultivo de organismos aquaticos, tais como: peixes,
moluscos, algas, crustaceos, répteis e quaisquer outras espécies que habitam o ambiente
aquatico e que possuem relevancia no ponto de vista econdmico produtivo. Dentre o0s
principais ramos da aquicultura se encontra a piscicultura, carcinicultura, malacocultura,
ranicultura, algicultura e outras producdes com menor valor comercial (SCHULTER; VIEIRA
FILHO, 2017).

Os pescados mais produzidos no pais, por regido, sdo: i) tilapia e camarao
marinho no Nordeste; ii) tambaqui, pacu e pintado no Centro-Oeste; iii) tambaqui, pirarucu e
pirapitinga no Norte; iv) tilapia, pacu e pintado no Sudeste; e v) carpa, tilapia, jundid, ostra e
mexilh&o no Sul (EMPBRAPA,2017). No ano de 2016, em relagdo a producdo nacional, a
regido com maior destaque foi o Nordeste, com 26,8% (sendo o Ceara, o estado com maior
notoriedade), em seguida veio a regido Norte, com 25,7% (compreendendo Ronddnia,
apontado como o maior produtor nacional); a regido Sul, com 24,2% e o Sudeste, com 10,7%
(com énfase na produgdo de Minas Gerais e Sdo Paulo) (IBGE, 2016).

Em meados da década de 50, a tilapia (Oreochromis sp.) foi inserida no Brasil
destinada a procedimentos de cunho experimental, mas apenas em 1971, foi implementado
um programa oficial de producdo de alevinos para povoamento nos reservatérios publicos do
Nordeste, pelo Departamento Nacional de Obras Contra as Secas (DNOCS) (TAVARES;
PALHARES, 2011).

Por possuir indices zootécnicos significativos para a sustentabilidade do seu
cultivo, a tilapia do Nilo apresenta o melhor perfil para a piscicultura. E uma espécie oriunda
de clima tropical, e devido sua faixa de temperatura ser em torno de 26°C e 28°C, foi possivel
expandir sua cultura para todas as regides do Brasil. A tilapia € um pescado onivoro, ou seja,
consome diversos tipos de alimentos, possui boa rusticidade, é docil durante a maior parte do
cultivo, tem facil dominio de reproducao e bom rendimento peso-carcaca (SEBRAE, 2014).

A carne de peixe € abundante em minerais essenciais para alimentacdo humana
como, zinco, iodo, célcio e selénio, além de possuir outros beneficios nutricionais como
vitaminas (A, B e D), proteinas de alta qualidade, acidos graxos poli-insaturados (acido

omega 3) e aminoacidos primordiais. Apesar de ter um alto valor nutricional, o tecido
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muscular do pescado é desprotegido e de facil deterioracdo, sendo uma das carnes mais
pereciveis e susceptiveis ao manuseio e processamento (CHENG et al., 2015).

Logo apos a retirada do peixe do meio aquatico, 0 mesmo inicia seu processo de
degradacdo. Assim como 0s outros tipos de carne, o pescado sofre alteracdes oxidativas,
enzimaticas e microbiana. A diferenca é que o musculo do pescado é mais vulneravel ao
processo autolitico do que o musculo dos mamiferos, tornando a reacdo mais rapida e menos
acida, e proporcionando a proliferacdo de bactérias (RALL et al., 2008). Manter os alimentos
em temperaturas baixas pode desfavorecer o desenvolvimento de microrganismos, porém
pode ocasionar em um médio crescimento para bactérias psicrotroficas e psicréfilas, visto que
esses grupos bacterianos se desenvolvem bem em temperaturas de refrigeracdo, alterando a
qualidade do pescado (MOL et al., 2007). Sendo assim, as bactérias diminuem a vida util dos
alimentos e sdo fatores de risco ao consumidor (GHALY et al., 2010).

O frescor é uma caracteristica que altera constantemente, indicando que o pescado
apresenta propriedades semelhantes as que possuia quando vivo ou que se passou um curto
periodo pos-captura (GONCALVES, 2004). Os principais métodos de avaliacdo do frescor e
qualidade do pescado sdo os sensoriais, fisico-quimicos e microbiologicos. A analise sensorial
¢ a mais utilizada devido seu baixo custo, praticidade e eficiéncia, sendo habitualmente
empregada no setor de recursos pesqueiros e pelos servigos de inspecdo higiénico-sanitéario
(SOARES; GONCALVES, 2012).

Baseado em parametros sensoriais, 0 Método do Indice de Qualidade (MIQ)
utiliza avaliacdo visual e olfativa das caracteristicas do pescado, principalmente da pele e
branquias, aparéncia dos olhos, odor e textura, através de um conjunto de classificacfes por
pontos de deméritos, que oscilam de 0 a 3 (SVEINSDOTTIR et al., 2003). A pontuagio de
todas as caracteristicas € somada para ser gerada uma pontuacdo global sensorial, chamada de
indice de Qualidade (1Q), e, quanto menor for a soma da pontuagio, mais fresco o pescado
estard (NUNES; BATISTA, 2007). Esta avaliacdo ndo é baseada em um Unico atributo, mas
sim em todos, além de que ndo é dada maior relevancia a nenhum aspecto especifico
(MARTINSDOTTIR et al., 2004)

Esta pesquisa teve como objetivo principal acompanhar a vida util de tilapias do
Nilo (Oreochromis niloticus) sob refrigeracdo atraves do monitoramento de multivariaveis

sensoriais, bacterianas e quimicas.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral:

e Acompanhar a vida util de tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus) sob
refrigeragdo através do Método do Indice de Qualidade (MIQ), de analises
microbioldgicas da superficie, branquias e muasculo dos peixes e analises fisico-

quimicas do musculo.

2.2 Objetivos especificos:

e Estabelecer a qualidade microbioldgica do gelo comercializado através da
deteccdo de bactérias Coliformes Termotolerantes (CT) e contagem de bactérias
heterotroficas totais;

e Analisar sensorialmente a qualidade das tilapias sob refrigeracdo, ao longo de
um periodo, utilizando atributos do pescado in natura estabelecidos pelo Método
do indice de Qualidade (MIQ);

e Quantificar as Bactérias Heterotroficas Cultivaveis (BHC) mesofilas e
psicréfilas isoladas da superficie, branquias e mdusculo de tildpias do Nilo
mantidas sob refrigeracéo;

e Determinar a quantidade de bases volateis nitrogenadas totais (N-BVT) no

musculo de tilapias do Nilo conservadas em gelo;

e Mensurar o potencial hidrogeni6nico (pH) do musculo do peixe ao longo da
estocagem.

e Correlacionar a pontuacao dos parametros sensoriais do MIQ com a contagem

das col6nias bacterianas;

e Identificar as cepas bacterianas isoladas da superficie, branquias e musculo do

pescado;
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Aquicultura

Mundialmente, a aquicultura é vista como um setor de desenvolvimento continuo,
sendo apontada como um dos principais contribuintes, nos ultimos 40 anos, para a producéo
global de pescado, colaborando com cerca de 44,1 % no ano de 2014 (FAO, 2016). O
aumento da producdo aquicola é necessario, devido ao fato da pesca extrativa se encontrar
estagnada (DAUDA; FOLORUNSO; DASAKI, 2013) e o aumento populacional resultar na
demanda de pescado (FAO, 2016).

Segundo a FAO (2018), o consumo total de pescado até 2030, aumentara em todas
as regides e sub-regides do mundo, com crescimento significativo na Africa (37%), América
Latina (33%), Oceania (28%) e Asia (20%). O consumo mundial per capita podera alcancar
21,5 kg em 2030, quando comparado com 2016, que atingiu 20,3 kg, e as maiores taxas de
crescimento sdo previstas para a América Latina (18%), Asia (8%) e Oceania (8%).

A piscicultura é uma das areas mais desenvolvidas da aquicultura no Brasil, e
refere-se a producdo de espécies de peixes com elevada aceitabilidade no mercado
consumidor, em diversos ambientes e com varios tipos de cultivo (BRASIL, 2013). E uma
atividade econbmica em ascensdo no setor agropecuario, devido ao rapido desenvolvimento
(SOUSA et al., 2015). Dentro desse quadro, € enfatizada a producéo de tilapia do Nilo, sendo
responsavel por 35% da producdo aquicola nacional, assegurando a posicéo de peixe de agua
doce mais produzido no pais (SEBRAE, 2015). Em contrapartida, a tilapia ocupa a 42 posi¢do
entre as principais espécies de peixes cultivadas no mundo, com 4,5 milhGes de toneladas
(FAO, 2018).

3.2 Tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus)

Pertencente ao grupo dos teleosteos, a tilapia do Nilo é de Ordem Perciforme,
familia Cichlidae e subfamilia Pseudocrenilabrinae. E nativa da bacia do rio Nilo, no leste da
Africa, encontrando-se distribuida em regides tropicais e subtropicais, como em Israel, no
sudoeste asiatico e no continente americano (SILVA et al., 2015). Este peixe suporta baixos
teores de oxigénio, apresenta grande resisténcia a enfermidades, aceita altas taxas e densidade
de estocagem nos viveiros e possui boa adaptacdo em diversos tipos de sistemas de producao,
sendo o semi-intensivo o mais empregado no Brasil (MORO et al., 2013; FARIA et al., 2013).
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A tildpia do Nilo € caracterizada pelo seu elevado desempenho e capacidade de
adaptacdo, carne branca e de alta digestibilidade, refletindo na preferéncia por parte do
consumidor (FIGUEIREDO; VALENTE, 2008), alta resisténcia a enfermidades e estresse,
rusticidade e baixos custos de producédo, podendo ser cultivada em ambientes de altas taxas de
salinidade e baixas temperaturas (VICENTE; FONSECA-ALVES, 2013). Sua producdo no
pais se concentra na regido Nordeste, especificamente nos reservatorios do Rio Sdo Francisco
e nos grandes acudes cearenses, no Noroeste paulista e no Oeste do Parand, onde os tanques
escavados prevalecem (SUSSEL, 2011).

A tilapia pode ser comercializada de diferentes formas, dentre as mais comuns:
inteira, congelada ou fresca e em filés congelados ou frescos, este Gltimo é apontado como
preferéncia no mercado nacional e internacional (BOSCOLO; FEIDEN, 2007; SUSSEL,
2013). Umas das formas de utilizacdo do frio para conservar o pescado ¢ a refrigeracédo, nesse
método é possivel diminuir a temperatura do alimento para valores até -1°C e 8°C, causando
alteragdes no calor sensivel do produto. Dessa forma, € possivel diminuir a intensidade das
alteracdes microbioldgicas e bioguimicas nos alimentos, estendendo sua vida de prateleira por
dias ou semanas. Outro modo de conservacao dos alimentos através de temperaturas baixas é
0 congelamento (FELLOWS, 2006). Quanto mais baixas as temperaturas utilizadas nesse
método de conservacdo do pescado, mais lento serd o desenvolvimento microbiano, a
atividade enzimaética e as reacdes quimicas (FREITAS; FIGUEIREDO, 2000).

3.3 Deterioracéo do pescado

De acordo com a Portaria n. 185, de 13 de maio de 1997, do Ministério da
Agricultura, Pecuédria e Abastecimento (BRASIL, 1997), o pescado fresco e inteiro ou
eviscerados, adequados para a alimentagdo humana, devem apresentar as seguintes
carateristicas organolépticas:

= Pele: Umida, rigida e bem aderida;

» Muco: o pescado que apresentar muco, este devera ser aquoso e transparente;

= Escamas: unidas entre si, fortemente aderidas a pele, transllcidas e com brilho
metalico. Nao devem ser viscosas;

= Olhos: dentro da cavidade orbitaria, convexos e brilhantes;

= Opérculo: rigido, resistente a sua abertura. A parte interna deve ser rosada e 0S vasos

sanguineos cheios e fixados;
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= Abdbémen: peritbnio bem aderido as paredes, as visceras internas diferenciadas,
brilhantes e sem danos aparentes;

= Musculo: fortemente fixos aos 0ssos e de elasticidade marcante;

= Cor, odor e sabor: depende das caracteristicas da espécie em questao.

O pescado é um alimento bastante perecivel devido a alguns fatores como: sua
composigdo quimica, o teor de gorduras, que estimula as reagdes de oxidagdo, e a elevada
guantidade de agua, que favorecera o desenvolvimento de microrganismos. Portanto, é
necessario cuidados adequados no manuseio, desde sua captura até o consumo ou
industrializacdo (SOUZA et al., 2015). O frescor do peixe pode ser indicado por pardmetros
bioguimicos, bacterioldgicos e sensoriais que demonstrardo as condi¢des do pescado recém-
capturado durante um determinado periodo (BORGES et al., 2013).

A velocidade da deterioracdo do pescado pode ser interferida por fatores
intrinsecos e extrinsecos. Dentre os fatores intrinsecos associados a decomposi¢do do peixe,
podem ser citados: o pH proximo da neutralidade, o elevado teor de 4gua no musculo e a
pouca quantidade de tecido conjuntivo, ocasionando na vulnerabilidade da musculatura aos
ataques das enzimas enddgenas e da atividade bacteriana. Entre os fatores extrinsecos
relacionados a deterioracdo, podem ser apontados a forma de captura do animal, o
acondicionamento e o transporte. Diante desses fatores, a anélise do frescor do pescado é
considerada fundamental durante a fase de armazenamento, devido sua alta perecibilidade
(AMARAL; FREITAS, 2013).

A producdo de compostos nitrogenados (trimetilamina, amoénia e os acidos
volateis) é resultado da acdo de enzimas e de microrganismos presentes no pescado. O teor
desses compostos é medido para determinar as bases volateis totais (N-BVT), que €
proporcional a deterioracdo do produto (ANDRADE et al., 2012). O principal responsavel
pela alteracdo nos valores de N-BVT durante o periodo de acondionamento do pescado no
gelo é a trimetilamina (TMA). Essas bases sdo constituidas de uma mistura, onde prevalece a
amonia, a dimetilamina e a trimetilamina, todas contendo o nitrogénio, por isso o resultado é
expresso em mg de nitrogénio por 100 g de amostra (SCHERER et al., 2005; ALMEIDA,
2006; DAMASCENO, 2009).

A quantidade e os tipos de microrganismos presentes em peixes recém-capturados
variam conforme o local de captura, a sazonalidade, a temperatura da agua e 0 método de
captura (GONZAGA JUNIOR, 2010).

O crescimento acelerado da populacdo de microrganismos durante a fase de

degradacéo ocorre em consequéncia da proliferacdo acentuada de Aeromonas e Pseudomonas,
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uma vez que esses géneros se habituam rapidamente as condi¢Ges de refrigeracdo e se
utilizam de forma eficiente em extratos de carnes de pescado (HUSS, 1995; GONZAGA
JUNIOR, 2010; MARINHO, 2011).

Para desacelerar as reacdes bioquimicas e o crescimento bacteriano é necessario
manter o pescado em temperaturas baixas, e o gelo é utilizado como principal método de
preservacao ou de conservacao temporaria até que outra forma seja usada para manutencao do
peixe, visto que alimentos pereciveis devem ser armazenados por tempo limitado no gelo
(ECHEVENGUA et al., 2008; CARVALHO, 2010).

3.4  Bactérias mesofilas e psicrotroéficas

O grupo dos microrganismos mesofilos é constituido por bactérias da familia
Enterobacteriaceae e de alguns géneros como Clostridium, Corynebacterium, Streptococcus,
entre outras. Em destaque estdo as enterobactérias (Salmonella, Shigella e E.coli), causadoras
de infeccBes intestinais, urinarias, septicemias e morte celular das heméacias devido a
capacidade de produzir acido latico (FERRARI et al., 2017).

As bactérias mesofilas representam a maior parte da microbiota relevante nos
alimentos e sua contagem é comumente associada para indicar a qualidade sanitaria em
alimentos ndo fermentados (SILVA et al., 2007).

Microrganismos aerdébios mesofilos crescem em temperaturas medianas, entre
45°C e 50°C, com temperatura ideal para desenvolvimento em torno de 30°C e 37°C
(MOSSEL; MORENO, 1982). A Contagem Padrdo em Placa (CPP) dessas bactérias além de
indicar a qualidade higiénico-sanitaria dos alimentos, também fornece informag@es quanto ao
seu tempo util de conservacdo. Em alimentos ndo pereciveis, quando a contagem é elevada,
indica que a matéria-prima foi contaminada ou seu processamento foi realizado de forma
incorreta. Em casos de alimentos pereciveis, é indicativo de descontrole do binbmio Tempo x
Temperatura durante a fase de estocagem (ORDONEZ et al., 2005).

As bactérias psicrotroficas, de um modo geral, sdo aquelas que apresentam um
bom crescimento em temperaturas de refrigeracdo (0°C), mesmo que sua temperatura étima
seja mais elevada, situada na faixa das mesofilas (ZACHAROV; HALPERN, 2007), portanto
as psicrotroficas sdo consideradas um subgrupo das bactérias mesofilas, sendo essas
conhecidas por constituir microrganismos deteriorantes e alguns patogénicos, tais como,
Clostridium botulinum, tipo E, B e F, Bacillus cereus e Listeria spp. (COUSIN, 2001).
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3.5 Bactérias psicrofilas

A presenca dos microrganismos psicrofilos no alimento é um dos fatores que
contribuem para a ocorréncia de um conjunto de alteracdes que levam a rejeicdo do pescado
(NUNES; BATISTA, 2007). As psicroéfilas sdo bactérias capazes de viver e se desenvolver em
temperaturas baixas, com crescimento na faixa de — 5°C a 20°C. Micrococcus, Bacillus,
Aeromonas, Pseudomonas, Moraxella, Acinetobacter e Flavobacterium sdo alguns dos
principais géneros que constituem esse grupo (VASUT; ROBECI, 2009). Em pescado
refrigerado, as bactérias psicrofilas agem diretamente na fase de decomposic¢do do pescado,
visto que crescem em baixas temperaturas (FRANCO; LANDGRAF, 2008).

O desenvolvimento de métodos para identificacdo do progresso das psicrofilas
durante o armazenamento do alimento é imprescindivel, pois além dos patdgenos, o0s
microrganismos deteriorantes sdo de grande importancia na industria de alimentos (PEREZ et
al., 2007).

3.6 Gelo utilizado para conservacéo do pescado

O uso do frio para conservacdo do pescado funciona de modo inibitdrio.
Geralmente, as reagfes enzimaticas, quimicas e o crescimento bacteriano sdo apenas
impossibilitados com a diminuicdo de temperatura, ou seja, ndo melhora na qualidade do
alimento. Portanto, somente tecidos sadios e de qualidade devem ser refrigerados, visto que
manter a temperatura baixa ndo destroi os patdgenos, apenas inibe a atividade. O emprego do
frio pode ocorrer pelo resfriamento ou congelamento do produto in natura ou processado
(ORDONEZ et al., 2005).

A refrigeracdo é uma pratica eficaz utilizada para conservar o pescado. Por meio
do abaixamento de temperaturas € possivel evitar ou retardar as reagfes quimicas e
enzimaticas que ocorrem no processo de autdlise, assim como de microrganismos
deteriorantes do alimento (ROSA, 2001).

Conforme o Regulamento da Inspecdo Industrial e Sanitaria de Produtos de
Origem Animal (BRASIL, 2017), o pescado, em natureza, pode ser: fresco, refrigerado ou
congelado.

Compreende-se por “fresco”, o pescado que nao foi submetido a nenhum processo

de conservacgdo, exceto pela acdo do gelo ou através de métodos de conservacdo de efeito
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similar, acondicionados em temperaturas proximas a do gelo fundente, com excecdo do
pescado comercializado vivo. Entende-se por “resfriado” o pescado embalado e mantido em
temperatura de refrigeracdo. Por fim, entende-se por pescado “congelado” aquele submetido
a processos de congelamento rapido, de forma que o produto exceda rapidamente os limites
de temperatura de cristalizagio maxima. E primordial manter o pescado armazenado de forma
adequada desde sua captura, processamento, até sua industrializacio (ALVES; TEOFILO,
2016).

O gelo empregado para conservacdo do pescado pode ser um dos principais
veiculos de contaminacdo microbiana. No Brasil, ja foi observado a baixa qualidade do gelo
usado para a refrigeracdo de alimentos, devido a presenca de microrganismos em grandes
guantidades (PIMENTEL, 2001). Diante da possibilidade de propaga¢do de doencas causadas
pelo consumo de gelo contaminado, a diretoria do Centro de Vigilancia Sanitaria da
Secretaria da Saude, recomenda que todo gelo destinado ao consumo humano ou que seja
utilizado para conservar alimentos devera ser fabricado a partir de 4gua que atenda ao padrdo
de potabilidade estabelecido, sendo cloro residual livre entre 0,5 e 2,0 ppm, pH de 6,0 a 9,5,
turbidez inferior a 2,0 NTU, contagem de mesofilos de no maximo 5,0 x 102 UFC/mL e

auséncia de coliformes em 100 mL de 4gua analisada (BRASIL, 2004).

3.7 Métodos utilizados na avaliacédo do frescor e qualidade de pescado

A aplicacdo de apenas um método para avaliacdo da qualidade do pescado ndo
resulta em uma conclusdo completamente fidedigna, visto que o desenvolvimento da
deterioracdo do pescado sofre influéncia de muitas variaveis. Desta forma, a combinacdo de
varios métodos € mais segura, podendo unir um método sensorial e um objetivo, tais como
fisicos-quimicos (nitrogénio das bases volateis totais, nitrogénio de trimetilamina,
hipoxantina, aminas, histaminas, pH, valor de k, aminoacidos livres) e microbiol6gicos
(GONGALVES, 2011).

A trimetilamina € um composto organico, amina terciaria, higroscopica e
inflamavel. Possui um forte odor de peixe em concentracdes baixas, e odor similar a
amoniaco em concentragfes altas (LUNDBLAD; MACDONALD, 2018; NELSON; COX,
2018). As bases volateis totais (N-BVT) sdo bastante utilizadas para estabelecer o grau de
frescor do pescado e compreendem: a avaliacdo de trimetilamina (produzida por
microrganismos deteriorantes), dimetilamina (produzida por enzimas autoliticas durante a

estocagem em gelo), NH3 (gerada pela degradacdo/desaminacdo bacteriana de proteinas,
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peptideos e aminoacidos, e na degradacdo autolitica de adenosina monofosfato) (HUSS, 1995;
OLIVEIRA et al., 2014). Esses compostos sdo bastante usados como indicadores de vida til,
principalmente para mensurar estagios de degradacéo do pescado (OCANO-HIGUERA et al.,
2015).

O pescado € considerado um alimento de baixa acidez, com indices de pH
préximos a neutralidade. Na avaliacdo do frescor do pescado, a verificagdo do pH do masculo
é fundamental, pois os valores modificam com o inicio da degradacéo, seja de caracteristica
oxidativa, hidrolitica ou fermentativa, quanto maior o pH, maior a atividade dos
microrganismos (GONCALVES, 2011; SOARES; GONCALVES, 2012). Porém, o pH néo é
um indice seguro para ser utilizado isoladamente de outras analises que avaliam a
deterioracdo do peixe, por isso seu uso pode ser restrito por variar de amostra para amostra
(OGAWA; MAIA, 1999).

A contagem de microrganismos viaveis totais (CVT) é apontada como indice de
controle da deterioragdo de alimentos (MORSY et al., 2016). CVT superior a 10’ UFC/g em
peixe resfriado é considerado um nivel inaceitavel (ICMSF, 1986). Contudo, ndo é toda carga
microbiana que enumerada utilizando CVT ¢é causadora de deterioracdo, tendo em vista que
alguns peixes com niveis de CVT superior a 10’ UFC/g ainda apresentam condicoes
aceitaveis por andlise sensorial (FUENTES-AMAYA et al., 2016).

3.8 Método do Indice de Qualidade (MIQ)

Nos ultimos anos, ocorreu um vasto progresso em relacdo a andlise sensorial do
pescado e, como consequéncia, na garantia de qualidade e sua comercializacdo, com grande
destaque no ambito internacional. O esquema conhecido como Meétodo do Indice de
Qualidade (MIQ) é julgado como um método de avaliar o pescado de forma réapida e objetiva
(AMARAL; FREITAS, 2013).

O Método do Indice de Qualidade (MIQ) tem sido muito empregado como um
conjunto funcional de qualificacdo do pescado, onde o produto passa por uma inspe¢do e 0s
deméritos sdo registrados em um sistema de pontos. Neste sistema sdo avaliadas varias
caracteristicas sensoriais do pescado in natura, como: rigidez, aparéncia, olhos, aderéncia de
escamas, odor, cor, brdnquias e muco, e como ocorrem as mudancas destas caracteristicas ao
decorrer do tempo de estocagem. Em cada atributo sensorial é registrada uma pontuacéo, onde
essas s30 somadas resultando em uma sensorial total, conhecido como indice de Qualidade

(ID). Quanto menor for essa pontuacdo, melhor serd a qualidade do pescado. No Brasil, varias
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instituicdes desenvolveram protocolos para as espécies mais consumidas no pais, como é o
exemplo do camardo marinho - Litopenaeus vannamei (OLIVEIRA, 2005), piramutaba -
Branchy platystoma vaillant (MARINHO, 2011), beijupira - Rachycentron canadum
(FOGACA et al., 2011), tambatinga - Colossoma macropomum X Piaractus brachypomus
(BORGES et al., 2014), pescada amarela - Cynoscionacoupa (SANTOS, 2011), beijupird
cultivado - Rachycentron canadum (FOGACA et al., 2012), pacu - Piaractus mesopotamicus
(BORGES et al., 2013), corvina — Micropogonias furnieri (TEIXEIRA, 2009) e tilapia do
Nilo - Oreochromis niloticus (RODRIGUES et al., 2008). O MIQ também ¢é relacionado ao
tempo de estocagem do pescado no gelo, sendo possivel predizer a duragdo da vida de
prateleira (HUSS, 1998; SVEINSDOTTIR et al., 2003).

Com vantagem em relacdo a outros métodos de andlise sensorial mais comuns, o
MIQ proporciona informacgfes especificas sobre as caracteristicas sensoriais do pescado e
considera diferencas existentes em cada espécie (MARTINSDOTTIR et al., 2004).

O método se tornou bastante relevante na Comunidade Europeia como uma
possibilidade de agédo superando as dificuldades encontradas nas tabelas sensoriais (“Esquema
EU”, CEE - Regulamento n. ° 103/76) de avaliacdo do pescado fresco, nas quais utilizam 3
niveis de qualificacdo: E - extra, com alta qualidade; A - boa qualidade; B — satisfatdria,
desconsiderando as diferencas bioldgicas de cada espécie de pescado (NUNES; BATISTA,
2007; NUNES et al., 2007).



28

4 METODOLOGIA
4.1 Local de coleta e obtengdo das amostras

As amostras de peixes foram obtidas em uma empresa de revenda situada no
municipio de Fortaleza (CE). Foram adquiridas um total de cinco (5) tilapias do Nilo
(Oreochromis niloticus), pesando em torno de 600 a 700 g, comercializadas vivas. Apos a
obtencdo, os espécimes frescos, inteiros e ndo-eviscerados foram colocados no interior de
caixas de poliestireno (isopor) contendo gelo numa proporcdo de 2:1 (gelo/pescado). Em
seguida as amostras foram transportadas ao Laboratério de Microbiologia Ambiental e do
Pescado do Instituto de Ciéncias do Mar - Labomar, da Universidade Federal do Ceard —
UFC.

Os peixes foram mantidos conservados em gelo (0°C) na caixa vedada, sem haver
reposicdo e/ou remocdo do gelo, as mesmas foram armazenadas em refrigerador, com
temperatura controlada de 2°C. A cada 7 dias, uma amostra (peixe) era retirada do refrigerador
para serem feitas as andlises sensoriais, microbiolégicas e fisico-quimicas. As andlises
iniciaram no mesmo dia da aquisi¢do dos espécimes, correspondendo ao tempo zero (To) do
experimento, e encerraram quando o pescado passou a apresentar caracteristicas de

decomposicéo de acordo com analise dos painelistas.

4.2 Anélise sensorial pelo Método do Indice de Qualidade (MIQ)

A analise sensorial do pescado foi realizada pelo Método do indice de Qualidade,
segundo pesquisa desenvolvida por “Tasmanian Food Research Unit”, da Australia
(GONCALVES, 2011). Os peixes foram observados e analisados em condicdes laboratoriais
por quatro painelistas com experiéncia. A cada 7 dias, uma nova amostra era retirada do
refrigerador e posicionada em uma bandeja de fundo branco, posteriormente o pescado era
avaliado individualmente por cada painelista com o auxilio de uma tabela (APENDICE 1) que
continha pardmetros de qualidade, como: aparéncia (cor, branquias, olhos, escamas, muco,
pele e rigidez) e odor do peixe. Cada atributo era julgado e pontuado, 0s pontos apresentavam
uma variacdo de 0 a 2, onde o limite minimo da pontuacéo era de zero pontos e 0 maximo de

dezoito pontos.
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4.3 Analise microbiol6gica do gelo

4.3.1 Contagem Padrdo em Placa de Bactérias Heterotréficas Cultivaveis (BHC)

A amostra de gelo utilizada para conservar o pescado foi coletada em uma fabrica
de gelo localizada no municipio de Fortaleza-CE. O gelo foi mantido no préprio saco plastico
oferecido pelo local de venda, sendo transferido para a caixa de isopor somente apos a coleta
das amostras de tilapia. Para quantificacdo das BHC foi utilizada a técnica pour plate, onde 1
mL da agua proveniente do degelo foi adicionada em um tubo com 9mL de salina 0,85 NaCl
(101, a partir desta diluicdo foram feitas as dilui¢Ges decimais até a 10,

Em seguida, aliquotas das diluicdes das amostras foram plaqueadas em meio de
cultura Plate Count Agar (PCA) pela, em duplicata, e as placas incubadas por 48 horas a
35°C. Posteriormente foi procedida a Contagem Padrdo em Placa (CPP) das bactérias
mesofilas, preferencialmente das placas que apresentaram valores entre 25 e 250 Unidades
Formadoras de Colonia (UFC). A média do numero das UFC contadas nas duplicatas foi
multiplicada pelo inverso do fator de diluigéo e os resultados foram expressos em UFC/mL da
agua (DOWNES; ITO, 2001).

4.3.2 Determinacdo do Numero Mais Provavel (NMP) de Coliformes Termotolerantes (CT)

Para a contagem de Coliformes Termotolerantes (CT) foi realizada a técnica dos
tubos maltiplos, em série de 5 tubos (FENG et al., 2002). No teste presuntivo, a partir da
amostra de gelo foram feitas as diluigGes seriadas com salina 0,85% (10t a 107°), em seguida
foi inoculado 1 mL de cada diluicdo em 5 tubos contendo o meio de cultura Caldo Lauryl
Triptose (LST), com tubo de Durham invertido, e incubados em uma estufa de 37°C a 48
horas. Para a prova confirmatoria, foram retirados os indéculos dos tubos de LST com
resultado positivo no teste presuntivo, em seguida foram semeados em caldo Escherichia coli
(E.C.) com incubacdo de 44 - 45°C durante 48 horas. A positividade do teste foi observada
pela producdo de gas no interior dos tubos de Durham. O resultado do NMP foi obtido de
acordo com a tabela de Garthright (2001), sendo considerados os tubos positivos na prova

confirmatoria.
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4.4 Analise microbioldgica do pescado

ApoOs a analise sensorial, foi realizada a quantificagdo dos microrganismos
mesofilos e psicréfilos das branquias, do limo superficial e do musculo dos peixes. Todas as

analises microbioldgicas foram feitas em duplicata.

4.4.1 Superficie e branquias do peixe

Para a superficie, foi colhido 0 muco de uma éarea de 100 cm? (10 x 10 cm) da
pele da tilapia, com o auxilio de um swab imerso em solucdo salina 0,85% NaCl
correspondendo a 107, a partir desta foram feitas as demais diluices seriadas até 10°. Apds
essas etapas, foram semeados em placas com meio Triptona Soja Agar (TSA) indculos de 1
mL de cada diluicdo pela técnica de pour plate, em seguida essas placas foram incubadas a
35°C por 48 horas (microrganismos mesofilos), e a 2°C por 7 dias (microrganismos
psicrofilos). Para as branquias, foram realizados os mesmos procedimentos descritos na
superficie, com a distingdo que ndo foi delimitada area no uso do swab, 0 mesmo foi passado

em toda branquia do peixe.

4.4.2 Musculo do peixe

Foram pesadas assepticamente 25 g de musculo de cada amostra e acondicionadas
em 225 mL de soluc&o salina 0,85% de NaCl (10Y). Apés a homogeneizagio foram feitas as
diluices seriadas até 10~ usando solucdo salina 0,85% NaCl (FIGURA 1).
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Figura 1 - Fluxograma da analise microbiolégica da superficie, branquias e musculo da tilapia
do Nilo
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4.4.3 Contagem Padrao em Placa (CPP)

Apds o tempo de incubacéo das placas foi realizada a Contagem Padréo em Placa
(CPP) com o auxilio de um contador de col6nias das placas que apresentaram entre 25 e 250
UFC. O resultado da CPP foi calculado pela expressdo: numero de col6nias x inverso do fator
de diluicéo da placa. O resultado foi expresso em UFC/g para musculo, branquias e UFC/cm?
para a superficie do pescado. Os resultados foram transformados em log de UFC para o
resultado final (DOWNES; ITO, 2001).

4.4.4 Isolamento de coldnias e técnica de coloracdo de Gram

Para o isolamento bacteriano, foram consideradas as seguintes caracteristicas
coloniais: tamanho, formato, coloragdo das col6nias e suas caracteristicas morfologicas. As
col6nias foram isoladas, perfazendo um total de 130 cepas, em tubos de ensaio contendo 5 mL
do meio de cultura Triptona Soja Agar (TSA) e posteriormente incubadas a 35°C por 24h. A
técnica de coloracdo de Gram foi utilizada para observacdo das caracteristicas estruturais e
morfoldgicas da parede celular da bactéria. Esta pratica possibilita a divisdo e visualizacdo
das bactérias em dois grandes grupos: as Gram positivas ou Gram negativas, de acordo com
sua reacdo ao corante (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012).

4.4.5 Identificacdo das cepas bacterianas isoladas da superficie, branquias e musculo

Conforme o manual de Bergey (STALEY et al., 2005), as col6nias bacterianas
isoladas foram identificadas seguindo provas bioquimicas. As provas realizadas foram:
oxidase, catalase, manitol, sensibilidade a 0129, fermentacdo da glicose, lactose e sacarose,
citrato, indol, teste do vermelho de metila (VM) e Voges Proskauer (VP), producéo de H>S,
motilidade, producgéo de pigmentos, King F e King P.
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4.5 Analises fisico-quimicas

4.5.1 Determinacdo das bases volateis totais (N-BVT)

A analise fisico-quimica, determinacgdo das bases volateis, foi realizada segundo
0s métodos analiticos oficiais para controle de produtos de origem animal e seus ingredientes
- Métodos Fisico-Quimicos - Laboratorio Nacional de Referéncia Animal (LANARA)
(BRASIL, 1981).

A avaliacdo consistiu na homogeneizacdo de 15 g do musculo do pescado com
135 mL da solucédo de tricloroacético (TCA) 7,5% v/v. Em seguida, foi feita a filtracdo do
extrato com um funil acoplado a um erlenmeyer, com papel filtro Whatman n° 4. Os extratos
do musculo foram armazenados em recipientes devidamente limpos e secos, em seguida
foram encaminhados para o freezer, com objetivo de conservacdo através do congelamento,

para serem utilizados posteriormente.

As bases volateis totais foram medidas através da destilacdo a vapor do extrato do
pescado com TCA, utilizando o método modificado de Malle e TAO (MALLE e
POUMEYROL, 1989). Utilizou-se 25 mL de extrato com 5 mL de NaOH 10% para a
destilacdo a vapor, o destilado foi recebido em um erlenmeyer contendo 15 mL de &cido
borico 4% com 40 pL de indicador misto (verde bromocresol + vermelho de metila), a
destilacdo ocorreu até completar um volume final de 50 mL. A titulacdo foi realizada com
solucdo aquosa de acido sulfarico 0,05 M utilizando uma pipeta automatica até a viragem da
cor. A quantidade de N-BVT ¢é dada pela equacdo a seguir e os resultados foram expressos em

miligramas de nitrogénio por 100 g de amostra.

N-BVT =14 xax b x 300
25 1)

Sendo:
a=mL de HySO4

b = normalidade do H2SO4
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4.5.2 Determinacao do pH

Para mensurar o pH, foi utilizado o Manual do Laboratério Nacional de
Referéncia Animal - Laboratério Nacional de Referéncia Animal (LANARA) (BRASIL,
1981). Em um Becker foi pesado 50 g de musculo do pescado e homogeneizados com 10 mL

de &gua destilada. Feito isto, procedeu-se a leitura com o auxilio de um pHmetro de bancada.
4.6 Analise de dados

Para a relacdo dos valores obtidos nas contagens das colbnias de bactérias
mesofilas e psicrofilas isoladas da superficie, branquias e musculo do pescado com 0s
parametros (pele, escama, muco, branquias e rigidez) do MIQ, aplicou-se a correlacédo linear,
determinada pelo coeficiente de Pearson e simbolizada por r2. O coeficiente € uma medida
descritiva da proporcdo da variacdo de Y que pode ser explicada por variagdes em X. As
andlises de dados foram realizadas utilizando a Microsoft Office Excel.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Analise sensorial pelo Método do Indice de Qualidade (MIQ)
5.1.1 Média dos avaliadores

Para verificar a evolucdo e a importancia no Somatdrio das Caracteristicas
Sensoriais (S.C.S) que compdem o MIQ, foram realizadas anélises individuais especificas dos
atributos (aspecto geral, olhos e branquias) ao decorrer dos dias de analise (To, T7, T14, T21 €
T2g). No Gréfico 1, pode-se observar que a medida que o tempo transcorria, o pescado perdia
cada vez mais suas caracteristicas de frescor, visto que o somatério dos atributos de qualidade

e a média dos avaliadores aumentavam a cada analise.

Gréafico 1- Somatorio dos atributos de qualidade e médias do Somatorio das Caracteristicas
Sensoriais dos avaliadores
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Em relacdo aos atributos de qualidade, os olhos e as branquias do pescado nédo
pontuaram no To, somente a partir do T7 esses atributos obtiveram alteracdes sensoriais
observadas pelos avaliadores. Entre 0 7° e 0 14° dia de analise, 0 S.C.S do aspecto geral e dos

olhos duplicaram, ja das branquias triplicaram, alcangando valores significativos. O somatério
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de todos os atributos de qualidade continuou a aumentar até o ultimo dia de analise, podendo
ser ressaltado o atributo aspecto geral, que entre os demais, alcangcou a maior pontuacao no
T2s, € 0 atributo olhos, que apresentou a maior pontuacdo nos tempos T7 e Tis. E importante
citar que os atributos de qualidade abrangem parametros, como por exemplo: o aspecto geral
do pescado, envolve pele, escama, rigidez e muco; os olhos (transparéncia da cérnea, pupila e
forma) e as branquias (odor e cor). Isso também pode explicar o fato do aspecto geral ter
apresentado uma alta pontuacdo no dltimo dia de analise, visto que é o atributo que mais
inclui parametros, seguido por olhos e branquias.

No primeiro dia de analise (To) do peixe, a média dos painelistas foi menor que 1,
indicando que o alimento estava com boa qualidade e ideal para consumo. No 14° dia, a média
das notas dos avaliadores obteve um aumento consideravel em comparacdo ao 7° dia de
analise, que pode ser justificado pelo fato dos valores dos atributos terem duplicado (aspecto
geral/olhos) e triplicado (branquias) nos somatorios das caracteristicas sensoriais. No Ultimo
dia de avaliacdo (T2g), a média obtida foi de 15,25, sendo que o limite maximo de pontuacao
na tabela é 18 pontos.

No inicio da analise sensorial, os avaliadores verificaram uma tildpia com pele
brilhosa, de coloracédo acinzentada com listras mais escuras, escamas bem aderidas, musculo
rigido, olhos limpidos e convexos, com pupila bem delineada, branquias com odor metalico e
de coloragédo vermelho vivo. Ao longo do tempo de estocagem, 0s peixes apresentaram perdas
de suas caracteristicas iniciais. A partir do 14° dia, o indice de qualidade (IQ) demonstrou um
aumento significativo até ultimo dia de analise, quando ja era observada a textura mole, o
cheiro amoniacal e 0 muco viscoso na tilapia.

Rodrigues et al. (2016) realizaram um estudo em que o MIQ e a analise
quantitativa descritiva foram utilizados como métodos para avaliar a qualidade da tilapia do
Nilo armazenada em gelo. Nesse estudo, o pescado foi estocado até o 22° dia, e foi
evidenciado que o peixe apresentou perda de qualidade sensorial a partir do 15° dia de analise.
De acordo com os autores, um indice de qualidade entre O e 8 indica que a qualidade do peixe
¢ garantida para o consumo, e um indice entre 16 e 19 aponta um armazenamento acima de 22
dias, o que é considerado como improprio para 0 consumo.

Resultados semelhantes foram encontrados por Ritter et al. (2016) que adaptaram
0 MIQ para o peixe de &gua doce, tambatinga (Colossoma macropomum X Piaractus
brachypomum) refrigerado, e estudaram sua vida de prateleira. Nesse trabalho, o indice de
qualidade também foi menor que 1 no primeiro dia de andlise, e ao alcancar o Ultimo dia de

avaliacdo do pescado, 30° dia, o indice foi de 15,41. Pode-se afirmar que os atributos de
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qualidade apresentaram uma tendéncia a ter uma pontuacdo mais alta & medida que o tempo
de armazenamento aumentava, e que segundo esses autores, isso pode ser explicado, pelo fato
de que quanto mais extensa for a estocagem em gelo, maior sera a acdo das bactérias que se
desenvolvem em baixas temperaturas, assim como das reacg@es fisico-quimicas que levam o
peixe a alteracOes, afetando diretamente as caracteristicas sensoriais, e consequentemente,
acumulando mais pontos de deméritos.

Em um estudo feito por Borges et al. (2014) para avaliar o tambacu (Colossoma
macropomum X Piaractus mesopotamicus) através do Método do Indice de Qualidade, a
Gltima analise ocorreu no 16° dia de armazenamento sob refrigeracéo, e o indice de qualidade
obtido foi bastante elevado, de 22,4. Este resultado diverge do presente trabalho, que obteve a
Gltima analise no 28° dia com indice inferior a 22,4 mesmo no final da analise, quando o
pescado ja demonstrava decomposi¢ao em estagio avancado.

A utilizacdo do MIQ para avaliacdo sensorial do pescado é de fundamental
importancia (NOOJUY; BOONPRAB, 2004), pois além de avaliar, 0 método permite a
previsdo da validade comercial da espécie estudada, com a vantagem do baixo custo, rapidez
e eficiéncia (SVEINDOTTIR et al., 2003). O ponto de rejeicdo do peixe goraz (Pagelllus
bogaraveo), definido por analises sensoriais, microbioldgicas e fisico-quimicas, foi de 12 a 13
dias em gelo (SANT’ANA et al., 2011). No desenvolvimento do MIQ para a tilapia do Nilo,
Rodrigues et al. (2008) recomendaram um prazo de validade comercial entre 15 e 18 dias para
tilapia cultivada, eviscerada e estocada em gelo. O pirarucu apresenta suas caracteristicas

improprias para 0 consumo a partir do 28° dia estocado em gelo (OLIVEIRA, 2007).

5.1.2 Atributos de qualidade em relagcdo ao tempo de estocagem em gelo

A pontuacdo dos atributos do MIQ (aspecto geral, bréanquias e olhos) foi
relacionada com o tempo de estocagem em gelo. O aspecto geral é um atributo de qualidade
do MIQ que envolve pardmetros como: pele, escamas, rigidez e muco. Da mesma forma as
branquias, que abrangem o odor e a cor, e 0s olhos que envolvem a transparéncia da cérnea,
pupila e forma.

O Grafico 2 demonstra o comportamento dos parametros do atributo “aspecto
geral”. Todos os parametros apresentaram aumento na pontuagdo a medida que o tempo de
acondicionamento do pescado em gelo percorria, exceto as escamas, que continuaram bem
aderidas mesmo apos 7 dias de estocagem, tornando-se levemente aderidas a partir do 14° dia

e apresentando perda de escamas no 28°.



38

Segundo Martinsdottir et al. (2004), a rigidez do musculo do pescado geralmente
é realizada por pressao do dedo no masculo, que retorna a sua forma inicial apds a pressao ser
liberada. Inicialmente, a pontuacdo relacionada a rigidez foi zero, devido ao endurecimento
natural do musculo do pescado fresco, em seguida, a pontuacdo foi aumentando, pois, 0

musculo amolecia conforme a degradagao do peixe.

Grafico 2- Relagdo da pontuacdo alcancada nos atributos relacionados ao “aspecto geral” de
tilapias do Nilo (determinados pelo MIQ) e o tempo de estocagem em gelo
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Rodrigues et al. (2008) analisaram os critérios para analise da qualidade da tilapia
do Nilo cultivada, eviscerada e armazenada em gelo, e concluiu que parametros como
escamas e rigidez do musculo pouco contribuem na soma total dos deméritos, comprovando
que as alteracBGes sensoriais ndo sdo decisivas na rejeicdo final do produto. A avaliagcdo
sensorial do pescado é uma ferramenta qualitativa e quantitativa descritiva de fundamental
importancia na inspec¢do do pescado e na industria de alimentos, podendo ser aperfei¢coada. O
uso de outras analises especificas, tais como a analise microbiologica, aumenta a
confiabilidade dos resultados obtidos (MURRAY; DELAHUNTY; BAXTER, 2001).

Nas brénquias (Grafico 3), o odor se manteve estavel apdés 1 semana de
armazenamento do pescado em gelo, porém a partir do 14° dia houve uma progressao
significativa, atingindo pontuacdo maxima no ultimo dia de avaliacdo. Nas primeiras analises
a cor das branquias era intensa, passando a perder sua coloracdo no 14° dia e assim

sucessivamente, até se tornarem descoradas.
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Grafico 3 - Relacdo da pontuacdo alcancada nos atributos relacionados as “branquias” de
tilapias do Nilo (determinados pelo MIQ) e o tempo de estocagem em gelo
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Ao avaliarem a estimativa de vida util do pintado (Pseudoplatystoma fasciatum x
Leiarius marmoratus) estocado em gelo pelo MIQ, Lanzarin et al. (2016) afirmaram que ao
decorrer das andlises, as branquias do peixe foram perdendo sua cor devido a
oxihemoglobina, pois o pescado estava perdendo seu frescor. O odor das branquias se
manteve estavel nos primeiros dias, mas logo foi se tornando mais intenso no restante dos
dias, resultados semelhantes ao presente estudo, onde o odor das branquias permaneceu
estavel até o Tv.

Em alguns estudos com a sardinha verdadeira (Sardinella brasiliensis) e a corvina
(Micropogonias furnieri) foram verificados a perda da coloracdo das branguias com o
decorrer do tempo de armazenamento em gelo. Para a sardinha, a reducao ocorreu a partir do
9° dia, e para a corvina a partir do 10° dia, passando de um vermelho intenso para marrom
descorado (TEIXEIRA et al., 2009; ANDRADE et al., 2012).

A transparéncia da cornea, pupila e forma dos olhos (Grafico 4) também
mantiveram um aumento ascendente até o ultimo dia de analise. A principio, as cOrneas eram
limpidas, as pupilas pretas e bem delineadas e a forma do olho convexa, passando a serem
opaca, sem delineamento e concavas, respectivamente, durante as analises seguintes. Diante
do exposto, pode-se afirmar que a maioria dos pardmetros chegou a sua pontua¢do maxima no

28° dia, demonstrando gue o peixe estava deteriorado e impréprio para 0 consumo humano.
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Grafico 4 - Relacdo da pontuacédo alcangada nos atributos relacionados aos “olhos” de tilapias
do Nilo (determinados pelo MIQ) e o tempo de estocagem em gelo
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Gurgel et al. (2016) utilizaram o MIQ para avaliar o frescor do mapara
(Hypophthalmus edentatus) conservado em gelo. Os autores observaram que o atributo
“olhos” avaliados no tempo inicial do armazenamento do pescado, encontrava-se integros e de
boa qualidade até o 10° dia de armazenamento. No 20° dia de estocagem os parametros dos
olhos atingiram escores que determinavam olhos céncavos, transparéncia da cornea opaca e
pupila sem contorno.

Analisando a vida de prateleira da tilapia (Chambo) fresca em Malawi, Kapute
(2012) determinou que os olhos e as branquias do pescado séo considerados os atributos mais
confiaveis para avaliar o frescor do pescado, pois geralmente esses sdo o0s atributos mais

utilizados pelos consumidores ao comprarem um peixe no mercado.

5.2  Determinacdo do NMP e contagem das col6nias de bactérias mesdéfilas presentes
no gelo

A contagem dos microrganismos mesofilos do gelo foi realizada apenas no dia da
coleta (To), considerando que ndo houve remocdo e/ou reposicdo do gelo utilizado para
conservagdo do pescado. O resultado do Numero Mais Provavel (NMP) de Coliformes
Termotolerantes (CT) foi de <1,8 NMP/100 mL e da contagem das coldnias presentes no gelo

de conservacao do pescado foi de 6,3x103.
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O gelo tem como funcdo manter o frescor do alimento, e por isso, a 4gua utilizada
para sua fabricacdo deve ser potavel, com auséncia de coliformes termotolerantes e
Escherichia coli em 100 mL de amostra de 4gua. No presente trabalho, a amostra de gelo
usado para conservar a tilapia estava isenta de microrganismos termotolerantes, em
conformidade com os padrées de potabilidade estabelecidos pela Portaria n°® 2914, do
Ministério da Saude, em 12 de dezembro de 2011 (BRASIL, 2011).

Carvalho e Oliveira (2018), elaboraram um estudo da avaliacdo fisico-quimica,
microbioldgica e macroscopica de marcas de gelo comercializados em Teresina-Pl. As
analises microbioldgicas revelaram que todas as amostras de gelo avaliadas estavam livres de
coliformes totais e termotolerantes, ou seja, estavam de acordo com os padrdes exigidos para
0 consumo humano, sendo condizentes aos resultados do ocorrente estudo. Os autores
afirmaram que encontraram um teor de cloro maior que 0,1 mg/L, e que a concentracdo do
mesmo foi suficiente para desinfeccdo da agua, e como consequéncia a auséncia de
coliformes. Porém, Giampietro e Rezende-Lago (2009) ao estudarem a qualidade do gelo
empregado para conservacdo do pescado fresco, encontraram 29 (96,7%) amostras positivas
para coliformes totais e 22 (73,3%) amostras positivas para coliformes termotolerantes,
ressaltando que o gelo ndo deve conter nenhuma substancia que possa ser danosa para a
salide, obedecendo ao padrdo de 4gua potéavel.

No Maranh&o, ao analisarem amostras de gelo, Ferreira et al. (2014) constataram
que de 8 amostras, 6 (75%) estavam contaminadas por coliformes totais e termotolerantes, e
duas (25%) por E. coli. J& Dorta et al. (2011), identificaram coliformes a 37°C e E.coli em
todas as amostras de gelo provenientes de fabricas da cidade de Teresina, obtendo assim
resultados diferentes do presente estudo.

De acordo com a legislacdo, também ¢é recomendado populacbes de
microrganismos heterotréficos <500 UFC.mL? (BRASIL, 2011). Observando a Tabela 1,
pode- se afirmar que a amostra de gelo excedeu o limite de contagem de bactérias
heterotroficas recomendado pelos padrfes de potabilidade exigidos pela Portaria. Esse
excesso de carga microbiana, pode ser adicionada ao pescado, acelerando o processo de
deterioracdo, e consequentemente, causando riscos ao consumidor.

Baldin et al. (2016) avaliaram o gelo utilizado para conservacdo do pescado,
conforme os resultados dos autores, em 61,90% das amostras de gelo foram encontrados
microrganismos mesofilos, com contagem variando de 1,0 UFC mL™*a 3,0 x 10* UFC/mL.
Além disto, 19,05% dessas amostras apresentaram populacdes acima do permitido pela

Portaria n°® 2914, do Ministério da Saude, em 12 de marco de 2011. Os autores ainda
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concluiram que mesmo que exista uma legislacéo especifica para a qualidade da agua, ainda €
utilizada agua ndo potavel para a fabricacdo do gelo, tornando um risco para o consumidor, e
admitiram a hipotese de a qualidade microbiologica do gelo influenciar diretamente na

qualidade e vida util do produto.
5.3 Analise microbioldgica do pescado

5.3.1 Contagem das bactérias mesdfilas isoladas da superficie, branquias e musculo

A Tabela 2 apresenta as contagens totais das bactérias meséfilas presentes na
superficie, branquias e masculo da tilapia do Nilo durante o tempo de estocagem em gelo. As
variacdes das contagens expressas por Unidades Formadoras de Coldnias (UFC) foram: 2,6 x
10%a 2,4 x 10'® UFC/cm?, 2,6 x 10°a 1,5 x 10 UFC/g e 7,6 x 10% a 1,6 x 10! UFC/branquia
para superficie, masculo, e branquias, respectivamente.

Tabela 1 - Contagem total das bactérias aerobias mesofilas presentes na superficie, branquias
e musculo da tilapia ao longo do periodo de estocagem em gelo

Bactérias Meséfilas

Tempo de Superficie Musculo Branquias
estocagem (UFClcm?) (UFC/g)
TO 2,6 x 10° 2,6 x 103 7,6 x 10°
T7 7,8 x 10° 2,6 x 103 1,5 x 10*
T14 3,42 x 10° 3,43 x10° 3x10°
T21 1,8 x 10 sty 2,7 X 108Est) 5,8 X 108kt
T28 2,4 x 108 1,5 x 10*2 1,6 x 10%

* Est. = Estimada

Embora a legislacdo brasileira (BRASIL, 2001) nédo estabeleca um padrdo para
contagem total de bactérias heterotréficas aerdbias mesdfilas (BHAM), contagens deste grupo
de microrganismos sdo indicativas da presenca de patdégenos e podem indicar qualidade
sanitaria deficiente do alimento em questéo.

Um paradmetro muito utilizado por pesquisadores para contagem de BHAM é o da
“International Comission on Microbiologycal Specifications for Foods” (ICMSF), que
determina como tolerancia 10’ UFC/g (ICMSF, 1986). Segundo Franco e Landgraf (2008),

contagens de bactérias mesofilas na carne crua entre 103 e 10® UFC/g indicam um produto
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sem deterioracdo microbiana, portanto, a contagem do musculo do presente trabalho
apresentou degradacédo bacteriana a partir do 21° dia de estocagem em gelo.

De acordo com Simdes et al. (2007), as altas contagens de microrganismos
mesdfilos no pescado podem estar relacionadas com a falta de higiene do ambiente e seus
manipuladores, e com a utilizacdo de equipamentos e utensilios contaminados, ressaltando
que manipuladores de alimentos possuem um papel importante na contaminacdo de
microrganismos.

Em um estudo realizado por Reis et al. (2017), foi avaliado o perfil
microbiolégico do tambaqui e do pintado comercializado no municipio Rolim de Moura,
tendo em foco a satde publica. Nos dois pescados, foram encontradas contagens de meséfilas
altas. Lanzarin et al. (2012), ao quantificarem bactérias heterotroficas aerobias mesofilas em
tambacu comercializado em Cuiaba, também alcancaram contagens elevadas, corroborando
com os resultados do presente estudo.

Outros fatores que podem interferir na variagdo das contagens bacterianas € a
qualidade da agua e do sedimento do habitat, ja que os dois estdo relacionados. Um estudo
relacionado ao cultivo de tilapias, onde consideraram a agua e o sedimento do cultivo,
branquias e intestinos dos animais, revelaram que os microrganismos Aeromonas hidrophyla,
Bacillus spp., Plesiomonas shigelloides, Shewanella putrefaciens, Pseudomonas flourescens,
Staphylococcus spp. e Vibrio cholerae foram bactérias dominantes nas branquias e intestinos
dos animais, assim como na agua e sedimento do cultivo, com excecdo da S. putrefaciens e V.
cholerae na agua, indicando que bactérias que residem na agua e sedimento da piscicultura
sd0 as mesmas que caracterizam a microbiota das branquias e do intestino do peixe
(PAKINGKING et al., 2015).

5.3.2 Contagem das bactérias psicrofilas isoladas da superficie, branquias e musculo

As contagens totais das bactérias psicrofilas presentes na superficie, branquias e
musculo da tilapia do Nilo durante o tempo de 28 dias de estocagem em gelo, estdo expostas
na Tabela 3. As variacGes das contagens expressas por Unidades Formadoras de Coldnias
(UFC) foram: 3,5 x 10%a 1,3 x 102 UFC/cm?, zero a 1,4 x 10° UFC/g e 1,4 x 10%a 1,3 x 10%°

UFC/brénquia para superficie, masculo, e branquias respectivamente.
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Tabela 2- Contagem total das bactérias aerdbias psicréfilas presentes na superficie, musculo
branquias e da tilapia ao longo do periodo de estocagem em gelo

Tempo de estocagem Bactérias Psicrofilas
Superficie Musculo Branquias
(UFC/cm?) (UFC/g)
TO 3,5x10° SC* 1,4 x 10°
T7 2x10% Sc* 1,4 x 10*
T14 2,45 x 10° 3,42 x10° 3,85 x 10°
T21 2,4 X 10° Esty= 1,4 x 108 2,3 X 10° (st )=
T28 1,3 x 10*2 1,4 x 10° 1,3 x 10°

*SC = sem crescimento; ** Est. = Estimada

Adalid et al. (2017) estudaram o controle microbioldgico do panga (Pangasius
hypophthalmus), da tilapia (Oreochromis spp.) e da merluza (Merluccius merluccius)
ultracongelados para verificar a presenca de bactérias patogenas. Assim como 0 presente
estudo nos 14 primeiros dias de acondicionamento, os autores verificaram contagem das
bactérias psicrofilas baixas nas tilapias, variando entre 1,3 x 10° UFC/g e 7,6 x 10°, mesmo o
pescado em congelamento. Os autores ressaltam que os microrganismos psicréfilos sdo os
maiores causadores das alteracBes que ocorrem durante o armazenamento de alimentos

refrigerados.

5.3.3 Comparativo das contagens das bactérias mesofilas e psicrofilas, expresso em Log,
presentes na superficie, branquias e masculo ao longo do periodo de estocagem em gelo

Os resultados das contagens das col6nias de bactérias mesofilas e psicrofilas
presentes na superficie, branquias e musculo da tilapia do Nilo estdo representados no Grafico
5 e 6, respectivamente. A variagdo expressa em logaritmo por Unidades Formadoras de
Colbnias (UFC) foi de 7,84 a 30,81 Log UFC/cmz, 8,94 a 25,80 Log UFC/branquia e 7,88 a
28,04 Log UFC/g para superficie, branquias e mausculo, respectivamente, das bactérias

mesofilas.
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Gréfico 5 - Contagens das col6nias de bactérias mesofilas presentes na superficie, branquias e
musculo da tilapia do Nilo ao longo da estocagem em gelo
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As psicrofilas apresentaram uma variacdo de 8,16 a 27,89 Log UFC/cm?, 9,59 a
23,29 Log UFC/branquia e zero a 21,06 Log UFC/g para superficie, branquias e muasculo,

respectivamente.

Gréafico 6 - Contagens das colbnias de bactérias psicréfilas presentes na superficie, branquias
e musculo da tilapia do Nilo ao longo da estocagem em gelo
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Pode-se observar nos graficos 5 e 6 que as contagens bacterianas, tanto das
mesofilas bem como das psicrofilas, tiveram aumento progressivo ao longo do periodo de
estocagem. No inicio do periodo de armazenamento, as contagens foram baixas, indicando
que o pescado ainda estava em boas condic¢Oes sensoriais. A partir do 14° dia, as contagens
comegaram a apresentar comportamentos ascendentes, prosseguindo assim até o 28° dia, com
contagens bastante altas, demonstrando a degradacéo do peixe estocado em gelo.

Pode-se constatar nos graficos que a contagem das bactérias mesofilas se
sobressaiu a das psicrofilas em todas as anlises (To, T7, T14, T21 € T2g). Santos et al., (2018)
estudaram a estabilidade da pirapitinga em diferentes tempos de estocagem, constatando que
as contagens das bactérias psicrotroficas prevaleceram, podendo ser explicado pelo fato
dessas bactérias serem as principais causadoras de deterioracio do pescado. E importante
ressaltar que as bactérias psicrotréficas apresentam um bom crescimento em temperaturas de
refrigeracdo (0°C), mas a temperatura ideal para o seu crescimento é situada na faixa das
mesofilas, por isso esse grupo de microrganismos é considerado um subgrupo das mesofilas.
Os microrganismos psicrotroficos em numeros elevados sdo responsaveis pela diminuicédo da
vida Util do pescado, por constituirem seus principais deterioradores (BARTOLOMEU, et al.,
2011).

Um fato relevante para se destacar € que na legislacdo brasileira ndo consta limite
para contagem de bactérias heterotroficas mesofilas e psicroéfilas, mas por serem significativas
na qualidade sanitaria e no grau de deterioracdo do pescado, € utilizado como referéncia o
limite de 10’ UFC.g* (7 log UFC. g}) estabelecido pela ICMSF (1986). Em experimento com
piramutuba (Brachyplatystoma vaillantii) estocada em gelo, Marinho (2011) encontrou
valores iniciais (3,78 log UFC.g?) e finais (7,31 log UFC.g?) para contagem de bactérias
psicrofilas do masculo, diferindo dos resultados do presente estudo, onde a contagem dos
microrganismos psicrofilos foi ausente ap6s 7 dias de estocagem em gelo, surgindo a partir
das andlises do décimo quarto dia (T14). Em relacdo a deterioracdo do pescado sob
refrigeracdo, o desenvolvimento bacteriano é apontado como principal responsavel,
principalmente as bactérias psicrofilas. A determinacdo de grupos de microrganismos viaveis
pode ser Gtil na avaliagdo da eficiéncia de métodos para conservar o peixe (SCHERER et al.,
2005).
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5.3.3 Correlagao (r?) entre as contagens bacterianas da superficie, branquias e masculo do

pescado e os parametros do MIQ

Os parametros do MIQ foram correlacionados com as contagens das bactérias
mesofilas e psicrofilas, a correlagdo linear foi dada através do coeficiente de Pearson (r?),
segundo Toledo e Ovale (1985), os valores de r variam entre 1 e -1, sendo que o valor zero
representa a auséncia de correlacdo linear. A correlacdo pode ser considerada baixa (r < 0,30),
moderada (r entre 0,3 e 0,6) ou elevada (r > 0,60) (SAMPAIO, 2010). Na Tabela 4 estdo
expostos os coeficientes, e todos apresentaram correlacdo elevada, mostrando que a medida
que as contagens bacterianas da superficie, das branquias e do musculo aumentavam, 0s
parametros (Pele + escama + muco, branquias e musculo) também evoluiam, respectivamente.

Essa evolucgéo representa a deterioracdo do peixe a medida que o tempo percorria.

Tabela 3 - Correlacao entre os parametros sensoriais e contagem de bactérias

Mesofilas Psicrofilas
PARAMETRO X CONTAGEM
Equacéo r2 Equacdo r2
Pele + Escama + Muco x Log
UFC Superficie y =3,3641x +1,0853 0,95 y=4,1928x + 0,8857 0,90

Branquias x Log UFC Branquias y =7,0084x +1,1677 0,84 y=17,2784x +0,9287 0,73

Rigidez x Log UFC Musculo  y=4,8040x +2,5945 0,91 y=-39067x+3,3 0,88

5.4 Caracteristicas morfotintoriais das cepas isoladas

Através da técnica de Gram, as bactérias isoladas foram divididas em 2 grandes
grupos: Gram negativas e Gram positivas. Das 130 cepas isoladas da superficie, branquias e
musculo do pescado, 86 foram Gram negativas e 44 positivas. No Grafico 7 pode ser
visualizado o valor em percentual do Gram, onde 66% dos microrganismos tiveram sua

estrutura de parede celular Gram negativa e 34% Gram positivo.
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Grafico 7 - Percentual de cepas isoladas da superficie, branquias e muasculo de tilapias do Nilo
de acordo com a caracteristica de parede das bactérias.
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A microbiota do peixe fresco esta relacionada diretamente com a microbiota da
agua do ambiente que ele habita, podendo sofrer mudancas fisicas, quimicas e biologicas
(CONCEICAO et al., 2012). A importancia da presenca de bactérias Gram negativas no solo,
na agua, nas branquias e tegumento dos peixes, reside no fato de ser um indicativo de
contaminacdo de origem fecal, onde as toxinas oriundas de bactérias Gram negativas s&o
grandes responsaveis por intoxicacdes alimentares veiculadas pelo pescado em humanos
(CARNEIRO et al., 2007).

Cagua-Montafio et al., (2017) verificaram a prevaléncia de bactérias Gram
negativas em tilapias comercializadas na Espanha, o experimento foi realizado com 48
amostras de pescado para isolar as bactérias do buco-nasal e das branquias, e cerca de 75%
das estirpes isoladas foram Gram negativas, resultados semelhantes aos encontrados no
presente estudo. Os autores afirmaram que bactérias Gram negativas sdo encontradas de
forma abundante no solo, na agua e vegetacdo, fazendo parte da microbiota intestinal de seres

humanos e animais.
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5.5 Identificacd@o das cepas isoladas da superficie, branquias e musculo da tilapia

De 130 cepas isoladas, 123 foram identificadas fenotipicamente, 82% foram em
nivel de género e 18% em nivel de espécie (Gréafico 8). As 7 cepas ndo identificadas
apresentaram estado de viaveis, mas ndo cultivaveis (VNC). Bactérias que se enquadram
nessa categoria ndo apresentam capacidade de crescer em meios de cultura convencionais,
embora, metabolicamente permanecam ativas (FERNANDES, 2013).

Segundo ZHONG et al. (2009) e DHIAF et al. (2008) essa mudanca de estado
pode vir a ocorrer devido a permanéncia bacteriana em ambientes estressantes, com
temperaturas extremas, auséncia de nutrientes, além de diferengas nas concentracGes
osmoticas e de oxigénio. Dessa forma, alguns organismos podem vir a perder a
culturabilidade em determinadas circunstancias ambientais e ainda apresentar vestigios de
atividade metabolica.

O género predominante foi Pseudomonas spp. (36%), seguido por Bacillus spp.
(19%), Staphylococcus spp. (11%), Micrococcus spp. (7%), Aeromonas spp. (4%),
Citrobacter spp. (2%) e Enterobacter spp. (1%). Referente ao nivel espécie, Klebsiella
pneumoniae (7%) foi a espécie que prevaleceu, seguido por Staphylococcus aureus (6%),
Enterobacter intermedius (3%), Escherichia coli (2%), Serratia fonticola (1%) e
Pseudomonas aeruginosa (1%).

Gréafico 8 - Abundancia relativa de bactérias isoladas de superficie, branquias e musculo de
tilapias do Nilo mantidas em gelo
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Analisando a diversidade da microbiota aquatica em cultivo de tilapia do Nilo,
Silva et al. (2016) utilizaram 4 tipos de tratamento na dgua do cultivo. O género predominante
das cepas isoladas no tratamento 1 (apenas bioflocos) foi Aeromonas spp. representando 41%
das cepas. No tratamento 2 (Agua com presenca de bioflocos e perifiton), 3 (dgua de cultivo
tradicional) e tratamento 4 (presenca apenas do perifiton) foi Pseudomonas spp, com
percentual elevado de 60%, 42,9% e 70%, respectivamente, tornando os resultados dos
autores similares ao presente trabalho. A presenca de microrganismos na agua do cultivo dos
peixes influencia na composicdo da microbiota das diferentes partes do peixe, entretanto ndo
indica diretamente a presenca de patégenos (EL-SHAFAI et al., 2004).

Ao caracterizar espécies de Pseudomonas isoladas de tilapias do Nilo nos lagos
situados no Egito, Eissa et al., (2010) verificaram a presenca de Pseudomonas em 30,83% dos
480 peixes analisados, principalmente na fase de mortalidade em massa, quando os pescados
apresentaram sinais tipicos de septicemias, como: vermelhiddo em todo corpo, inchago
abdominal, nebulosidade dos olhos, perda de escamas e branquias congestionadas, causadas
por Pseudomonas.

Lima Janior et al. (2016), isolaram bactérias presentes na pele e na cavidade oral
de tilapias do Nilo comercializadas no Brasil, e em seguida foi realizada a identificacdo das
estirpes. A espécie que predominou, estando presente em amostras de peixes coletadas, foi a
Pseudomonas aeruginosa, sendo esses resultados divergentes aos do presente trabalho.
Presente na agua e no solo, a Pseudomonas aeruginosa possui a capacidade de formar
biofilmes nas superficies e substratos do meio ambiente nos quais vive. E pertencente a
microbiota natural da superficie de plantas, da pele do homem e animais, porém a sua
importancia estd em seu papel de patdgeno oportunista, podendo causar infec¢bes no
hospedeiro (MAIA et al., 2009).

Isolando do trato gastrointestinal da carpa rohu (Labeo rohita) bactérias do género
Bacillus spp. para avaliar seus atributos probioticos, Thankappan et al. (2015) identificaram
74 estirpes em nivel espécie, sendo encontradas Bacillus subtillis, Bacillus aerophilus e
Bacillus firmus, evidenciando a caracterizacdo morfoldgica e fisiologica. O género Bacillus,
assim como a Pseudomonas, sdo considerados bactérias bem adaptadas a viver em solo e
agua. Também podem estar presentes em agua doce outros microrganismos como membros
da familia Enterobacteriacea, Flavobacterium, Acinetobacter, Moraxella, Aeromonas,
Staphylococcus, Streptococcus e ainda bactérias anaerdbias como Clostridium spp. (DAL
PUPO, 2006).
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A qualidade microbiolodgica de tilapias do Nilo cultivadas e selvagem no sudoeste
da Nigéria foi avaliada, investigando a ocorréncia e a sensibilidade antibidtica de cepas
isoladas do pescado. Tiamiyu et. al (2015) encontraram resultados opostos aos do presente
estudo, com relagdo a espécie, ao isolaram microrganismos da pele e do estdmago do peixe,
constatando a predominancia de espécies como Staphylococcus aureus, seguidas de
Escherichia coli, Proteus spp., Bacillus spp., Klebsiella spp., Micrococcus spp., Serratia spp.,
Pseudomonas spp., Salmonella spp. e Streptococcus spp. Todos esses microrganismos sao
potenciais patdgenos para 0 homem, podendo causar uma variedade de doengas.

Em relagdo a contaminacdo de S. aureus no pescado, é importante salientar que
essa bactéria é frequentemente encontrada em pele e mucosas humanas (SALES; SILVA,
2012), existindo a estimativa que cerca de 20 a 30% da populacdo do mundo, em geral, seja
portadora deste patdgeno facultativo (PLATA et al., 2009).

A contaminacdo pelo S. aureus pode ser associada a fatores ambientais como a
contaminacdo do meio aquatico por esgoto e a microbiota permanente e transitoria do
pescado, onde o S. aureus pode ser tanto um comensal como um contaminante ambiental
(COSTA, NASCIMENTO, SILVA JUNIOR, 2018). Entretanto, é muito dificil ter
conhecimento da origem da bactéria, mas alguns trabalhos demonstraram que em carpas
(Cuprinus carpi) e siluro (Sirlus glanis), o S. aureus € comum na pele, no intestino, figado e
musculos (ALI, 2014). Em um estudo que verifica a quantidade de S. aureus presentes no
ambiente aquatico, Abdel-Gawad et al. (2015) afirmaram que a ocorréncia da bactéria é bem
maior em tilapias do Nilo oriundas de ambientes aquaticos de corpos de agua eutrofizados, do
que de aguas com caracteristicas fisico-quimicas, bioldgicas e bioquimicas mais conservadas.

Makino et al. (2016) analisaram o perfil da microbiota intestinal de tilapias do
Nilo cultivadas em diferentes sistemas de criagdo. Os autores isolaram 100 cepas de 2 tipos
distintos de sistema de criacdo, identificando diversos géneros e espécies de bactérias,
prevalecendo Enterobacter spp., seguido por Citrobacter spp., Vibrio parahaemolyticus,
Escherichia coli, Edwardsiella spp., Providencia spp., Klebsiella spp., Shigella spp.,
Salmonella spp., Proteus vulgaris e Proteus spp, assim tornando esses resultados proximos
aos do presente estudo, onde o género Proteus spp. foi um dos microrganismos com menor
ocorréncia nas amostras.

A contaminacdo de peixes por bactérias entéricas de origem animal ou humana
pode ser causadora de graves intoxicagdes transmitidas por alimentos. Os peixes carregam um
amplo nimero de bactérias no trato intestinal provenientes da &gua, sedimento e fontes

alimentares (MANDAL et al.,, 2009). Apesar de muitos géneros da familia
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Enterobacteriaceae ndo causarem diretamente doengas no pescado, como por exemplo a
Salmonella spp. e Klebsiella spp., tais géneros podem agir como fontes de doencas graves
para 0os humanos (LORENZON, 2009).

No presente trabalho, foram identificadas apenas 5 cepas do género Aeromonas, e
apesar da pouca representatividade do microrganismo em relagdo aos demais géneros, é
importante destaca-lo devido as septicemias em peixes, sendo comuns no sistema de cultivo.
S8o bactérias oportunistas e geralmente prejudicam 0s peixes quando estdo com sua
imunidade baixa (KUBITZA, 2008).

5.6 Analises Fisico-quimicas

5.6.1 N-BVT

A determinacdo das bases volateis totais pode ser vista no Grafico 9, onde os
resultados estdo expressos por miligrama de nitrogénio/100g de amostra. A variagdo das BVT
foi de: 0,84, 3,36, 6,72, 15,64 e 20,08 N/100g, para 0 To, T7, T14, T21€ Tog, respectivamente. O
coeficiente de Pearson r2 também é observado no grafico, indicando uma correlacdo elevada
de 0,9546 das BVT com o tempo de armazenamento do pescado, apontando que as bases
volateis do musculo aumentavam ao longo do tempo de estocagem, e o pescado cada vez mais
perdia seu frescor. De acordo com o RIISPOA - Regulamento de Inspecdo Industrial e
Sanitéaria de Produtos de Origem Animal, o pescado fresco é aquele que possui as bases
volateis totais inferiores a 30 mg de nitrogénio/100g de tecido muscular, sem prejuizo da
avaliacdo das caracteristicas sensoriais (BRASIL, 2017). Portanto, nenhuma das amostras

continha valores acima do limite considerado para o consumo.
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Grafico 9 — Linha do crescimento exponencial das bases volateis totais (N-BVT) do musculo
da tilapia do Nilo conservadas em gelo
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Ao avaliarem as altera¢des fisico-quimicas e microbioldgicas de tilapias do Nilo
coletadas de um supermercado durante o0 armazenamento refrigerado, Gutiérrez Guzman et al.
(2015) obtiveram resultados das bases volateis totais elevados desde o inicio, cerca de 28,75
mgN/100g no To, se mantendo estavel durante o tempo de estocagem, e atingindo 31,14
mgN/100g no T7. Os autores concluiram que o comportamento das N-BVT ndo pode ser
relacionado as mudancas da qualidade do pescado, visto que muitos trabalhos com peixes de
agua doce mostraram uma correlacdo fraca das N-BVT com o tempo de estocagem e a
qualidade sensorial do pescado.

Anédlises de bases volateis totais feitas para peixes de agua salgada diferem dos de
agua doce, devido ao fato da trimetilamina estar presente em quantidades variaveis,
dependendo da espécie, em peixes de dgua salgada, porém € ausente ou em quantidades muito
baixas, em peixes de agua doce (LAPA GUIMARAES, 2005). Goncalves e Soares (2017),
analisaram os valores das BVT de carapebas frescas, e encontraram valores estaveis até os
primeiros 5 dias de estocagem, aumentando significativamente a partir do 6° dia, alcan¢ando
valores de 30,43 mg 100 g, proximo ao limite de aceitabilidade.

Segundo Soares e Goncalves (2012), a forma da captura que o pescado €
submetido influencia na qualidade do alimento. Se a captura estressar muito o pescado, ira
esgotar suas reservas de glicogénio, ocasionando em um rigor mortis mais acelerado e uma

degradacdo mais rapida. Portanto, quanto maior a quantidade de glicogénio reservado, maior
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0 tempo de vida util do peixe.

Em contrapartida, Borges et al. (2013) encontraram valores abaixo do limite de
aceitabilidade ao avaliarem os valores de BVT do pacu durante 17 dias de estocagem em gelo,
variando de 8,82 a 18,90 mgN/100g, resultados estes, semelhantes aos do presente trabalho.

A legislacdo brasileira determina que poderdo ser estipulados valores de bases
totais diferentes dos que estdo na resolucdo para algumas espécies, a serem definidas em
normas complementares, caso haja indicios cientificos de que os valores naturais dessas
espécies diferem dos fixados (BRASIL, 2017).

5.6.2 Correlacao (r?) entre as contagens bacterianas da superficie, branquias e masculo do

pescado e as N-BVT

A correlacéo (r?) entre a determinacdo das N-BVT e as contagens bacterianas da
superficie, branquias e masculo do pescado esta exposta na Tabela 5. Os resultados oscilaram
de 0,96 a 0,99 para mesdfilas e 0,92 a 0,97 para as psicrofilas. Todas as correlagcdes foram
elevadas, com coeficientes préximos a 1, isto indica que ao longo do periodo de estocagem do
pescado, as bases volateis totais e as contagens das col6nias bacterianas progrediram de modo
concomitante, indicando que os grupos bacterianos possuiam uma relacdo com os niveis de
N-BVT e que o pescado perdia cada vez mais o seu frescor a cada tempo de armazenamento.

Tabela 4 - Correlacdo entre as N-BVT e as contagens bacterianas na superficie, branquias e
musculo da tilapia ao longo do periodo de estocagem em gelo

Mesofilas Psicréfilas

N-BVT X CONTAGEM
Equacéo r2 Equacéo r2

N-BVT x UFC Superficie y=0,9903x + 1,2655 0,99 y=5,7994x +1,0431 0,96
N-BVT x Log UFC Bréanquias vy =7,1008x + 0,9915 0,97 y=6,9897x +0,8274 0,92

N-BVT x Log UFC Musculo  y =5,6055x +1,0266 0,96 y= 1,4399x +1,0216 0,97

56.3 pH

A determinacdo do potencial hidrogeniénico (pH) é vista no Grafico 10, os
valores variam de 6,32 a 6,94, e possuem correlacdo alta de 0,9872 entre o pH e o tempo de
armazenamento do pescado. O pH é um dos indices mais utilizados para avaliar o frescor do
pescado, devido a rapidez dos seus resultados e a praticidade na afericéo.
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Conforme o RIISPOA - Regulamento de Inspecdo Industrial e Sanitaria de
Produtos de Origem Animal, o pH do pescado fresco deve ser: <6,8 para a por¢cdo muscular
externa e <6,5 para interna (BRASIL,2017), portanto os valores do presente estudo
ultrapassaram o limite recomendado a partir do 14° dia de avaliagdo das amostras.

Gréfico 10 - Comportamento do pH no musculo de tilapias do Nilo ao longo do periodo de
estocagem em gelo
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Segundo Albuquerque et al. (2004), os valores de pH encontrados no masculo da
tilapia variam de 6,18 a 6,77, essas mudancas ocorrem pelas atividades enzimaticas e
bacterianas alterando a concentracdo de ions H* livres. Ao realizarem uma avaliacao de filés
de tilapias comercializados em diferentes tipos de embalagem, Kawakita et al., (2018)
constataram uma oscilacdo de pH de 6,32 a 6,8 no tratamento 1, em que os filés eram
mantidos em gelo no interior de uma caixa isotérmica. Os autores afirmam que outro fator
importante para alteracdes no pH é a producdo de aménia por degradacdo de nucleotideos e a
desaminacgdo de aminoacidos, que leva o pescado a perder o frescor.

O pH proximo da neutralidade torna o pescado susceptivel a decomposi¢do, com
curto periodo de conservacdo. Conforme os valores passam de neutros a alcalinos, o pescado
vai se tornando improprio para 0 consumo. A variacdo de pH pode ser influenciada por
fatores como a carga microbiana, a resisténcia do pescado a captura, o padrdo de
decomposicgéo proteica e suas condi¢cdes de armazenamento e manipulacdo (CHAGAS et al.,
2010; FARIAS; FREITAS, 2011).



56

Araljo et al. (2017) desenvolveram e aplicaram o MIQ para o tambaqui
eviscerado e refrigerado por 30 dias, as alteracdes do pH foram significativas a partir do 9° dia
e atingiu no 22° dia o limite de 6,5 estabelecido pela legislacao brasileira. Segundo 0os mesmos
autores, os valores de pH tendem a aumentar com o tempo de acondicionamento, devido ao

acumulo de bases volateis totais formadas pela atividade autolitica e bacteriana.
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6 CONCLUSAO

Diante do exposto pode-se concluir que:

v Através da analise de atributos sensoriais do pescado, a base do Método do Indice de
Qualidade, foi possivel determinar um periodo de mais de sete (7) dias para que o
pescado sofresse alteragdes perceptiveis aos sentidos dos analistas. No vigésimo
oitavo dia, as alteracdes alcancaram a pontuacédo elevada em deméritos determinando a
rejeicdo do pescado;

v O gelo utilizado na conservacdo do pescado ndo representou uma fonte de
contaminagdo por bactérias do grupo dos coliformes, estando dentro dos padrfes de
potabilidade estabelecidos pela Portaria n® 2914 e sendo proprio para 0 consumo
humano e conservacao de alimentos;

v As contagens de bactérias mesofilas e psicréfilas ao longo do tempo de estocagem dos
peixes apresentaram comportamentos semelhantes com pouco crescimento nas duas
primeiras semanas e elevacdo do numero a partir dai, até o final do periodo de
estocagem indicando um periodo de adaptacdo dessas bactérias as condicbes de
temperatura;

v/ Houve correlacdo elevada entre as contagens bacterianas e os parametros do MIQ,
indicando a acdo das bactérias na deterioracdo do pescado, com uma relacdo direta
entre a concentracdo bacteriana e reducédo das caracteristicas de frescor do pescado;

v As bases volateis totais mostraram ser uma analise fisico-quimica de baixa eficiéncia
para a tildpia do Nilo, visto que o pescado perdeu todas suas qualidades sensoriais e
microbioldgicas e ainda assim apresentou valores dentro do limite estabelecido como

Seguro para 0 consumo humano;

v A analise da qualidade do pescado através do monitoramento do pH do masculo foi
coerente com 0s parametros sensoriais e microbioldgicos, indicando alteragdes

significativas ap0s a primeira semana de estocagem.

v’ Bactérias do género Pseudomonas foram as mais frequentes entre os isolados de
superficies, branquias e musculos de tilapias. Também ouve a presenca de bactérias
dos géneros Staphylococcus e Bacillus. De modo geral, as mesmas bactérias foram

isoladas do corpo das tilapias mas com abundancias relativas diferentes.
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APENDICE A - TABELA DO METODO DO INDICE DE QUALIDADE

Tabela do método do indice de qualidade, p. 24.

Atributos de
qualidade

Parametro

Caracteristicas

Pontos

ASPECTO
GERAL

Pele

Com brilho, coloracéo acizentadas
com listras mais escuras intercaladas
e bem definidas

O

Brilho menos intenso, com
diminuicdo da definigcdo das listras

O

Sem brilho, com perda de definicédo
das listras, cores desvanecidas

N

Escamas

Aderidas

Levemente aderidas

Perda de escamas

Rigidez

Tenso

Menos tenso

Mole

Muco

Ausente

Presente

Excessivo

OLHOS

Transparéncia da
cornea

Limpida

Ligeiramente opaca

Leitosa, opaca

Pupila

Preta, bem delineada

Enevoada, ainda com delineamento

Enevoada, sem delineamento

Forma

Protuberante, convexa

Achatada, plana

Cobncava, afundada

BRANQUIAS

Odor

Metalico

Sangue

Rancoso

Cor

Vermelho vivo

Vermelho escuro

Marrom a descoradas

NFRPOINFP[OINIFPIOINIFPIOINFPIOINFPO|IN|FPIOIN|FL(O

TOTAL

«O0O00000000000000000000000 O

Fonte: Adaptado Rodrigues et al. (2008).




