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RESUMO

A carcinicultura de agua doce apresenta como caracteristica a producao de
crustaceos com baixo impacto ambiental. Considerando este tipo de producédo, o
camardo da Malasia (Macrobrachium rosenbergii) € a espécie mais difundida e
cultivada. Assim sendo, objetivou-se no presente trabalho verificar a qualidade
nutricional e sensorial deste camaréao além de avaliar a influencia da permeabilidade
da embalagem na validade comercial desta matriz. Foram utilizados 3 Kg de
camardo da Malasia para as analises da qualidade nutricional (umidade, proteinas,
lipidio, cinzas e carboidrato), bacteriolégica (contagem de bactérias heterotréficas
aerdbias mesdfilas (CBHAM) e psicrotréficas (CBHAP), Staphylococcus coagulase
positiva, Salmonella spp., coliformes totais e coliformes termotolerantes) e os
atributos sensoriais, através do teste de aceitacdo com um grupo de 50 julgadores
nao treinados. Visando estudar a validade comercial desta matriz utilizou-se 7 Kg de
camardo da Malasia, subdivididos em dois tipos de embalagem: permeavel (T1) e
impermeavel (T2) aos gases O, e CO,, e mantidos sob refrigeracdo controlada
(1+1<C). Utilizou-se para esta avaliacdo parametros bacteriolégicos, que incluiram
CBHAM e CBHAP, e fisico-quimicos, como a determinacdo do pH, N-BVT, amdnia,
H,S e aminas biogénicas. Os resultados de composi¢cdo centesimal do M.
rosenbergii 0 caracterizaram como uma matriz de elevado valor nutricional. A
aceitabilidade deste produto possuiu atributos proximos ao ideal e boa intencao de
compra. Demonstrou-se também que a permeabilidade da embalagem néo interferiu
significativamente nos resultados dos parametros avaliados e que, em ambos 0s
tratamentos, a validade comercial do camardo foi estabelecida em seis dias de
estocagem. A avaliacdo da contagem de mesofilos foi o parametro determinante
para avaliar a qualidade desta matriz alimentar nos tratamentos estudados.
Possibilitou-se inferir ainda que os parametros fisico-quimicos de N-BVT e pH néo
foram os melhores indicadores para avaliar a qualidade nas condi¢des do estudo, no
entanto, as aminas biogénicas demonstraram potencial para serem utilizadas como
indice de qualidade.

Palavras-chave: camardo da Malasia, oxigénio, embalagem, aminas biogénicas,
mesdfilos, qualidade



ABSTRACT

Freshwater shrimp characterize the production of shellfish with low
environmental impact. Considering this type of production, the freshwater prawn
(Macrobrachium rosenbergii) is the most widespread species and cultivated.
Therefore, the aim of the present work to investigate the nutritional and sensory
quality of the shrimp and the influence of packaging permeability on shelf-life of this
raw material. It was used 3 Kg of Malaysian freshwater prawn to analyse the
nutritional quality (moisture, protein, lipid and ash), bacterial (heterotrophic bacteria
count of aerobic mesophilic (HBCAM) and psychrotrophic (HBCAP), coagulase
positive Staphylococcus, Salmonella spp., total and thermotolerant coliforms and
sensory attributes by acceptance testing with 50 untrained panelists. In order to study
the shelf-life, it was used 7 kg of freshwater prawn subdivided into two types of
packaging: permeable (T1) and impermeable (T2) to O, and CO, gases kept under
controlled refrigeration (1+1 ° C ). Was used bacte riological parameters, which
included CBHAM and CBHAP, and physico-chemical, as determination of pH, TVB-
N, ammonia, H,S and biogenic amines. The chemical composition of M. rosenbergii
showed it as high nutritional value raw material. The ideal acceptance showed good
attributes and purchase intent. It was also demonstrated that the kind of treatment
did not significantly interfere on the parameters results, and the sehlf-life of this
freshwater prawn was established in six days of storage. The evaluation of
mesophilic count was the determining parameter for evaluating the quality and. the
physicochemical parameters of TVB-N and pH were not the best indicators to assess
the quality, on this work conditions however, biogenic amines showed potential to be
used as a quality index.

Keywords: malaysian shrimp, oxygen package, biogenic amines, mesophilic, quality
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1 INTRODUCAO

A aquicultura € um setor de producdo alimenticia que tem crescido
rapidamente nos ultimos 50 anos no cenario mundial (FAO, 2010). No Brasil, esta
atividade zootécnica tem se destacado para o pequeno e meédio produtor devido a
possibilidade de aumentar a produtividade regional (MORAES-RIODADES;
VALENTI, 2001; New et al., 2010).

A carcinicultura de agua doce, na ultima década, obteve reconhecimento na
producdo de crustaceos em funcdo de fatores relacionados ao baixo impacto
ambiental, adaptacdo ao sistema familiar, atendimento aos preceitos da aquicultura
sustentavel, viabilidade econémica, potencial mercado para exportacdo e utilizacédo
de sistemas de policultivo com outros peixes diversificando a fonte de renda e
aumentando a rentabilidade da producdo (NEW et al., 2000; MORAES-RIODADES;
VALENTI, 2001).

Entretanto, o pescado de uma forma geral, apresenta aspectos fisiolégicos e
bioguimicos que propiciam condi¢des intrinsecas favoraveis ao desenvolvimento de
microrganismos como elevada atividade de agua, pH préximo da neutralidade,
rapida acdo de enzimas autoliticas, presenca de gordura insaturada e grande
quantidade de nutrientes facilmente utilizaveis pela microbiota.

No entanto, o processo de degradacdo nos camardes ocorre mais
rapidamente do que nos peixes devido a elevada quantidade de metabdlitos de
baixo peso molecular resultante da autdlise do hepatopancreas (MADRI,
1998;SRIKET et. al, 2010). Substancias ndo nitrogenadas e aminoacidos livres
servem como substrato para o desenvolvimento de microrganismos. Outro fator de
relevancia sao as alteracOes degradativas fisico-quimica como oxidacéo de lipidios e

hidrolise de proteinas, que formam compostos volateis como amonia e gas
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sulfidrico, e n&do volateis como as aminas biogénicas (SILVA et al.,, 2011,
MONTEIRO et al., 2012).

As aminas biogénicas, além da fundamental importancia para a saude
publica, sdo consideradas critérios para avaliacdo de qualidade de varios produtos
(ZHAO et al., 2007). A partir da ultima década, diversos métodos tém sido utilizados
para a determinacdo de aminas biogénicas para pescado (YEH et al.,, 2006;
CINQUINA et al., 2004; JEYA et al., 2001). No entanto, a cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE) é a técnica mais utilizada para as diferentes matrizes
alimenticias pela seletividade, sensibilidade, boa versatilidade e em funcédo da
facilidade do tratamento da amostra até a injecdo no equipamento (MORET;
CONTE, 1996).

Uma matriz alimentar perecivel, quando conservada em atmosfera normal,
apresenta a validade comercial limitada, em funcdo do oxigénio atmosférico e
desenvolvimento de microrganismos aerdbios, responsaveis por alteracbes de cor,
odor, sabor e textura, que culminam com a perda da qualidade do produto (PARRY,
1993; MANO, ORDONEZ e FERNANDO, 2002; CONTE-JUNIOR et al., 2010). No
entanto, Davis (1995) evidenciou que a utilizacdo de oxigénio na embalagem reduz a
exsudagcao durante estocagem de peixes, o que poderia favorecer o aumento da
validade comercial. Apesar da literatura pontuar diferentes embalagens para
pescado (MONTEIRO et al., 2012; PACQUIT et al., 2007; LOPES et al., 2004), ainda
é possivel inferir sobre a que melhor se aplica a conservacéo de crustaceos, quando
se correlaciona o binbmio custo x beneficio.

Tendo como base o0s aspectos supracitados, o presente estudo teve como
objetivo avaliar a influéncia da permeabilidade de embalagens com barreira
multicamadas na validade comercial do Macrobrachium rosenbergii armazenado sob
temperatura controlada (1+1C), a partir de parametros fisico-quimicos,
bacteriolégicos e sensoriais. Objetivou-se ainda determinar a composi¢ao
centesimal, a aceitacdo desta espécie frente ao consumidor, o tipo de embalagem
mais eficiente e apontar os parametros analiticos mais adequados para avaliar a

qualidade do camarao dulcicola.



2 FUNDAMENTACAO TEORICA

A presente fundamentacéo tedrica visa fornecer informacdes sobre a espécie
estudada incluindo a produtividade, aspectos de qualidade do pescado, assim como,

abordar caracteristicas das embalagens utilizadas.

2.1 CAMARAO DA MALASIA E PRODUTIVIDADE

O género Macrobrachium é o maior da familia Palaemonidae, podendo atingir
32cm e pesar 500g. O camardo da Malasia, Macrobrachium rosenbergii, foi uma das
primeiras espécies dulcicolas a se tornar cientificamente conhecida (VALENTI, 2002;
NEW et al., 2010). E considerada espécie rustica, precoce, fecunda, fértil e prolifica,
adaptando-se bem a criagdo em cativeiro, por resistir bem as variacfes fisico-
quimicas do ambiente, principalmente climaticas (VALENTI, 1996).

A espécie é originaria do Sul e Sudeste Asiatico e de algumas ilhas do
Pacifico, podendo habitar lagos, rios, canais e areas estuarinas, porém a preferéncia
€ habitar areas de extrema turbidez. Por ser a espécie mais facilmente cultivada e
adaptavel as regides, o M. rosenbergii tem sido importado mundialmente para outras
zonas tropicais e subtropicais. Na ultima década constatou-se que 0S maiores
produtores foram Bangladesh, Brasil, China, Equador, india, Malasia, Taiwan e
Tailandia (FAO, 2002; VALENTI, 2002; NEW et al., 2010).

A aquicultura moderna desta espécie teve sua origem no inicio da década de
1960, porém foi reforcada quando a FAO descobriu que a larva do camardo acima
de 5 dias, necessitava de agua salobra para se desenvolver, fato ndo observado
anteriormente devido aos produtores coletarem os adultos cerca de 160 km longe da

costa. Este fator propiciou que os produtores conhecessem as caracteristicas
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fisiologicas das larvas e favoreceu o inicio da producdo zootécnica (NEW et al.,
2010).

No Brasil, a espécie foi primeiramente reportada em 1977 pela Universidade
Federal de Pernambuco que a importou para estudos e expansao comercial, que foi
consolidado na década de 1990. O camardo demonstrou excelente adaptacdo as
condi¢cdes ambientais do pais, favorecendo a proposta de criagdo (VALENTI, 1993;
NEW et al., 2010). Nesta mesma década, a producdo se estabilizou em
aproximadamente 500 toneladas anuais (FAO, 2003), o que corresponde a cerca de
20% do volume total produzido pelo setor de camardes marinhos. Historicamente,
este percentual sempre foi ao redor de 5%, permitindo assim inferir sobre a
expansdo da carcinicultura dulcicola (VALENTI, 1999).

O cultivo de camardes de agua doce é relativamente mais simples do que a
carcinicultura marinha, podendo ser realizada em propriedades de pequeno, médio e
grande porte, localizadas préximas ao interior ou ao litoral. A produtividade varia
conforme o sistema de cultivo empregado e as condigbes climaticas, mas
geralmente, sistemas semi-intensivos produzem entre 500 e 5.000kg/ha/ano (NEW
et al., 2010).

A tecnologia de producao esta relativamente bem desenvolvida e o camarao
atinge bons precos nos mercados nacionais e internacionais devido ao tamanho e
sabor da carne. As instalacbes necessarias para a criagdo causam menor impacto
ambiental quando comparadas ao camarao marinho, que utiliza area de mangues
para a construcao de viveiros de cultivo (NEW et al. 2000). Além disso, o crustaceo
pode ser cultivado em associacdo com outras espeécies de peixes dulcicolas,
diversificando a fonte de renda e aumentando a rentabilidade da producéo
(VALENTI, 1999).

As estatisticas de producdo sdo de dificil obteng&o, pois geralmente estes
crustaceos sao produzidos por pequenos proprietarios rurais e tém consumo local.
Além disso, a FAO contabiliza “crustaceos dulcicolas” e dentre eles o género
Macrobrachium, o que ndo permite uma fidelidade na estatistica (FAO, 2010;
VALENTI, 1998).
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2.2 DETERIORACAO DO PESCADO

A garantia de uma alimentacdo balanceada esta relacionada a ingestao de
complexos moleculares constituidos por agua, carboidratos, lipidios, proteinas,
vitaminas e sais minerais. Dentre as diversas fontes, os produtos de origem animal
apresentam destaque e, atualmente, o pescado tem sido apontado como opgéo para
o apelo de consumo de proteina de alto valor biolégico e fracdo lipidica com
relevante quantidade de acidos graxos da série 6mega-3 (O-3) representada pelos
acidos alfa-linolénico, eicosapentaenoico e docosahexaenoico, que ingeridos em
proporc¢des adequadas geram inumeros beneficios ao organismo humano, incluindo
acOes anti-inflamatdrias e antitrombéticas (FURUYA et al., 2006).

No entanto, algumas caracteristicas intrinsecas do pescado como a alta
atividade de agua, pH proximo da neutralidade e a presenca de enzimas autoliticas,
o torna altamente perecivel. Os processos degradativos sdo resultantes de
alteracdes ocasionadas pela oxidacao de lipidios, acdo de enzimas autoliticas e pela
atividade metabdlica de microrganismos que ocasionam alteracdes de sabor, odor e
maciez do produto (SIVERTSVIK et al., 2002). Os crustaceos apresentam relevancia
no grupo de pescado por serem matrizes bastante consumidas e apreciadas tanto
no mercado nacional quanto no mercado internacional.

Imediatamente apds a morte do crustaceo, a degradacdo mais significativa
que ocorre sdo as alteracdes bioquimicas decorrentes da autolise do
hepatopancreas. O 6rgéo deteriorado permite a liberacdo de enzimas que entrardo
em contato com a musculatura originando o fenbmeno denominado “mushiness” que
por definicdo significa a ndo resisténcia a mordida, consisténcia mole e facilidade de
separacdo da musculatura em flocos (MADRI, 1998). A deterioracdo nos camardes
ocorre mais rapidamente do que nos peixes devido a elevada quantidade de
metabdlitos de baixo peso molecular, como aminoacidos livres, que se tornam
disponiveis para o metabolismo bacteriano.

Fatores exdgenos como a temperatura de armazenamento, tipo de
processamento e métodos de conservacédo vao definir se a degradagéo ocorrerq em
sua maioria por alteracées microbioldgicas e/ou bioquimicas (VINAGRE et al., 2012)

Desta forma, é fundamental que, a partir da despesca, sejam adotadas medidas que
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reduzam ao minimo a agdo de tais fatores, com a finalidade de se obter um produto

final em condi¢cbes adequadas para consumo (ESAIASSEN et al., 2004).

2.2.1 Parametros analiticos fisico-quimicos

Conforme descreve Oetterer (2010), o rigor mortis no pescado atinge o auge
na 62 hora apds captura. No entanto, esta fase pode durar de 2 a 18 horas,
considerando a grande variedade de espécies que compfe este grupo, além de
sofrer interferéncia de fatores externos como o tipo de captura, a cadeia de frio e a
higiene do processo. Ao final desta fase, inicia-se o processo de degradacdo com
protedlise e formacgéo de peptideos e aminoacidos livres, ocasionando alteracdo da
textura. Além disso, ocorre o desprendimento de metabdlitos volateis, como bases
nitrogenadas e amonia, responsaveis pelo odor -caracteristico desta etapa
(CONTRERAS-GUZMAN, 1994).

Além de alteragfes na fracdo proteica, a fragéo lipidica do pescado também é
afetada, ocorrendo em uma primeira etapa a formacédo de peroxidos, moléculas
altamente instaveis, que geram os hidroperéxidos que, apesar de nao alterarem o
sabor, podem levar ao aparecimento de coloragbes amareladas no tecido. Em
seguida, ocorre a degradacdo dos hidroperéxidos, originando aldeidos, cetonas,
alcoois e hidrocarbonetos, que causam o sabor e odor caracteristicos de ranco
(HUSS, 1997).

Alguns autores (OGAWA; MAIA, 1999; VIERA et al., 2003) destacam a
importancia da refrigeracdo e do congelamento no aumento do periodo de validade
comercial do pescado, permitindo que produtos frescos estejam disponiveis em
locais distantes aos de captura. Além disso, Tancredi et al. (2001), afirmam que é
imprescindivel atender as normas sanitarias, especialmente relativas as condi¢cbes
adequadas de temperatura na exposicdo e armazenamento do pescado como forma
de prevenir alteracdes e riscos ao consumidor. Caso haja condicbes impréprias de
armazenamento e temperatura (acima de 10C), o pescado se deteriora

rapidamente, principalmente por protedlise, sua forma predominante de autdlise.
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2.2.1.1 Bases volateis totais e amoOnia

Na deterioracdo do pescado, sdo formados, dentre outros metabdlitos,
compostos nitrogenados denominados Bases Volateis Totais (N-BVT), que incluem
a Trimetilamina (TMA), Dimetilamina (DMA), Monometilamina (MMA), tracos de
propalamina e amonia (NHs3) (PEREIRA et al., 200; ZHU et. al, 2012). Contreras-
Guzman (2002) salienta que, sob refrigeracdo, a degradacdo do Oxido de
Trimetilamina (OTMA) gera principalmente TMA e, sob congelamento, DMA, MMA e
formaldeido (FA) enddégeno. As maiores alteracbes quimicas associadas a
deterioracdo estdo relacionadas a producdo de BVT, principalmente TMA e amdnia
(NH3). Vérios autores fazem referéncia a determinacéo de N-BVT como indicador de
qualidade para peixes marinhos (Lu et. al, 2009; Reza et al., 2009)

No caso especifico de peixes marinhos, o OTMA, atraves da acédo de enzimas
bacterianas (desaminases), decomposi¢do enzimatica ou ainda por degradacdo ndo-
enziméticas, se reduz em TMA, que por sua vez gera DMA e FA (TIMM;
JORGENSEN, 2002; CINTRA et al., 1999). Apesar do OTMA ser inodoro, quando é
reduzido a TMA produz alteragbes no odor, alterando a qualidade do pescado,
perceptivel por ser uma amina volatil com odor forte e desagradavel (DYER, 1945;
ZHU et. al, 2012).

A amobnia é resultante, principalmente, da desaminacdo oxidativa e de
componentes proteicos da musculatura do pescado (KAI; MORAIS, 1988; ZHU et al.,
2009) sendo a base volatil mais representativa no inicio do processo degradativo do
pescado (OGAWA; MAIA, 1999). Outra via de producdo da aménia é a desaminacao
bacteriana de aminoacidos, aumentando significativamente seus niveis apds a
primeira semana de estocagem (CONTRERAS-GUZMAN, 1994; CHYTIRI et al.,
2004).

A prova de Nessler € um parametro qualitativo que determina a presenca de
amoOnia a partir de uma reacao colorimétrica (Li-giong e Yong, 2011). Outra forma de
avaliar a presenca de amonia, em conjunto com outras bases volateis, € através da
avaliacao quantitativa do N-BVT (AOAC, 2005).

Peixes em excelente estado de frescor, apresentam teor de N-BVT variando
de 5 a 10 mg N/100g carne, com média conservacao entre 15 e 25 mg N/100g de

carne e, em estagio avancado de deterioracédo este teor pode atingir de 30 a 40 mg
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N/100g (OGAWA; MAIA,1999). A Portaria n° 185 (BRAZIL, 1997) aprova o
Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de Peixe Fresco e estabelece o
limite de 30 mg N/100g para peixes de qualquer espécie. Apesar da analise de N-
BVT ser de facil realizacdo, Huss (1995) menciona que este parametro revela
apenas estagios mais avancados de decomposicao, ndo indicando o processo inicial
de deterioragdo, seja de origem autolitica ou bacteriana.

Além disso, o pescado dulcicola apresenta baixas concentracdes de OTMA
(CONTRERAS-GUZMAN, 1994) ndo havendo reducdo enzimatica significativa em
TMA, DMA e FA, ndo sendo, portanto conveniente confrontar resultados deste
parametro com o limite preconizado para pescado marinho (MARSICO; MANO,
2008). A partir desta caracteristica intrinseca, alguns autores indicam que o N-BVT
nao seja utilizado como indicador de qualidade para este grupo (CHYTIRI, 2004;
TEJADA e HUIDOBRO; 2002) e Gimenez et al.,, 2002 e Ojagh et. al (2012)
propuseram o valor de 25 mg N/100g como o limite maximo aceitavel para pescado
dulcicola.

2.2.1.2 pH

A atividade enzimatica e a acdo bacteriana sobre a matriz alimentar
ocasionam a decomposicdo de moléculas e alteram a concentracdo de ions
hidrogénio livre, ocasionando variacées de pH no pescado. Além disso, a producao
de amobnia por degradagcdo de nucleotideos e desaminagdo de aminoacidos séo
fatores fundamentais para alterar o valor do pH e caracterizar perda de qualidade
(OGAWA; MAIA, 1999).

Imediatamente ap6s a morte, 0 pescado se encontra em pré rigor mortis, com
duracdo de 1 a 2 horas, etapa onde o glicogénio e a adenosina trifosfato (ATP)
encontram-se combinados a miosina, conferindo ao pescado uma carne macia
(OLIVEIRA, 2004). Apos essa fase, tém-se o inicio do rigor mortis, caracterizado
pelo progressivo enrijecimento da musculatura do animal devido a reducdo dos
niveis de ATP (KUBITZA, 2000). Barros (2003) descreve que € nessa fase que o
pescado se encontra em seu mais alto grau de frescor devido ao pH acido que

desfavorece a acdo microbiana e controla a acdo enzimatica. A duracdo deste
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estagio é variavel e depende de fatores como manejo, captura, higiene e
temperatura.

Quando ha intenso estresse pré abate, os animais entram e saem do estado
do rigor mortis mais rapidamente, ocasionando a reducéo na reserva de glicogénio,
com menor acumulo de &cido latico na musculatura. Desta forma, o pH da carne
fica proximo a neutralidade, favorecendo a acdo das enzimas musculares, 0
desenvolvimento bacteriano e consequente degradagao da carne. Portanto, quanto
maior a duracao do rigor mortis, mais lentas serdo as alteracdes da carne e maior
sera a validade comercial do produto apds o processamento.

A despesca nas unidades de producdo deve ser rdpida e o crustaceo nao
deve permanecer muito tempo na rede. O abate deve ser feito por choque térmico
em agua limpa, de preferéncia hiperclorada, com gelo em quantidade suficiente para
manter a temperatura da agua em torno de 4 a 6<C (K UBITZA, 2000).

Apos a fase de rigor mortis, instala-se o rigor post-mortem, estagio
caracterizado pelo momento em que a actomiosina € degradada por enzimas
proteoliticas. Nesta fase ocorre o amolecimento da carne e, devido a hidrélise
proteica, ocorre a formacédo de peptideos e aminoacidos livres, que favorecem a
acdo dos microrganismos enddgenos e exogenos, originando substancias
nitrogenadas volateis ou ndo volateis que favorecem o aumento gradativo do pH
(OLIVEIRA, 2004). No entanto, as mudancas de pH diferem significativamente de
acordo com a espécie do pescado e com a época do ano (SIQUEIRA, 2001;LI et al.,
2012).

2.2.1.3 Aminas biogénicas

Aminas biogénicas sdo compostos basicos nitrogenados de baixo peso
molecular que apresentam atividade biologica. As estruturas quimicas sao distintas,
podendo apresentar cadeia alifatica (putrescina, cadaverina, espermina,
espermidina), aromatica (tiramina, feniletilamina) ou heterociclica (histamina,
triptamina) (KIRSCHBAUM et al, 1994; LANDETE et al., 2005).

A aminas putrescina, espermina e espermidina estdo presentes em plantas e
animais e, em baixas concentracdes, apresentam variadas fungcdes no organismo

como acao antioxidante, fatores de crescimento, regulacdo de acidos nucleicos,
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sintese proteica e a estabilizacdo de membranas. Existe ainda a classe das aminas
denominadas catecolaminas, indolaminas e histamina que apresentam importante
funcdo metabdlica em humanos, especialmente no sistema nervoso e no controle da
pressdo sanguinea (RAUSCHER-GABERNIG et al., 2012).

As aminas biogénicas geralmente ndo representam risco para a saude
humana a ndo ser que uma grande quantidade seja ingerida ou que haja alguma
inibicdo ou deficiéncia metabdlica que impeca o catabolismo das mesmas. Sob
condicbes normais, uma amina absorvida através de alimentos é rapidamente
metabolizada através de reacOes de acetilacdo e oxidacdo mediadas por enzimas
monoamino-oxidade, diamino-oxidase, poliamino-oxidase e histamina N-
metiltransferase (BARDOCZ, 1995; LEHANE; OLLEY, 2000).

A intoxicacdo causada por aminas biogénicas esta principalmente relacionada
com a histamina, no entanto, putrescina, cadaverina e agmatina sao identificadas
como potencializadoras da toxicidade da histamina em humanos, por causarem a
diminuicdo da oxidacdo e aumentarem a absorcao intestinal da histamina. Alguns
sintomas tipicos sao observados, incluindo nausea, sudorese, dor de cabeca, hiper
ou hipotensdo e diferentes graus de reacdes alérgicas. A dose intoxicante é
altamente dependente da eficiéncia do mecanismo de desintoxicagdo do organismo
em diferentes individuos, por esta razéo, existe a dificuldade em estipular a dose
toxica da histamina (KALKAN et al., 2007; SILVEIRA et al., 2001; HUNGERFORD,
2010).

Os limites permitidos para a presenca de aminas biogénicas € variavel entre
diversos paises. No Brasil, o limite maximo estabelecido é de até 10mg.100g-1 de
amostra para peixes da familia Scombresocidae, Clupeidae, Coryyphanenidae,
Pomatomidae. A Comunidade Europeia (2005) permite o limite de até 20mg.100g-1
para espécie de peixes com potencial para a formagédo de histamina, enquanto a
“Food and Drug Administration” - FDA estabelece o limite de 5mg.100g-1 (FDA,
2001). Entretanto, até o presente momento, ndo existem valores estabelecidos para
crustaceos, especificamente o camardo da Malasia.

As aminas biogénicas estdo presentes em grande variedade de alimentos
incluindo pescado, carne, leite e seus derivados, além de vinho, cerveja, vegetais e
chocolate. Todos os alimentos proteicos ou que contenham aminoacidos livres estédo

sujeitos a condicOes que permitem atividade microbiana ou bioquimica e, portanto, a
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producdo de aminas biogénicas (SHALABY, 1996; SILLAS-SANTOS, 1996). A
descarboxilacdo de proteinas geram aminoacidos livres em concentra¢cdes elevadas,
fator favoravel a multiplicacdo de microrganismos descaboxilase-positivos
(CONTRERAS-GUZMAN, 1994).

A concentracdo de aminas biogénicas em alimentos pode ser utilizada como
indice de qualidade, visto que o aumento da atividade microbiana eleva as
concentragbes de enzimas descarboxilases, originando estes compostos béasicos
nitrogenados (SILVEIRA et al.,, 2001; MORENO et al., 2003). A determinacdo das
concentracbes de histamina, tiramina, putrescina e cadaverina € de extrema
importancia, ndo apenas pelo aspecto de toxicidade, mas também como indicador
de frescor, diretamente relacionado a inadequadas condi¢Bes sanitarias durante a
producéo do alimento (ALBERTO, et al., 2004; GALGANO et al., 2009).

As enzimas proteoliticas provocam a decomposi¢cdo, propiciando a
disseminagdo de microrganismos endogenos. Além da microbiota normal, os
microrganismos contaminantes podem ser incorporados durante a captura e,
principalmente, na sua manipulacéo (JAY, 2005; BRANDAO et al., 2007).

Fatores intrinsecos desta matriz, juntamente com as falhas nas condicdes
higiénico-sanitarias desde a captura até o beneficiamento, aliados a temperaturas
inadequadas durante armazenamento, transporte e comercializacao sdo fatores que
favorecem sua deterioracéo e a producdo de aminas biogénicas (SOCCOL, 2002).

Estudos referentes a ocorréncia de histamina em camardo relatam a
ocorréncia de bactérias mesofilas e psicrotroficas. Bactérias da familia
Enterobacteriaceae sdo as mais ativas no processo de descarboxilacdo da histidina,
destacando-se as espécies Enterobacter spp., Morganella morganii, Proteus
vulgaris, Hafnia alvei, e os géneros Klebsiella, Escherichia, Aeromonas, Vibrio,
Pseudomonas e Clostridium (MAVROMATIS, 2002; EMBORG, 2005; TSAY et al.,
2005).

Halasz et al. (1994) demonstraram que a forma mais eficiente de inibir a
producdo de aminas biogénicas € através do controle de temperatura. Verificaram
que a 10T a formacdo de histamina é reduzida e a 5<C é controlada, devido ao
lento desenvolvimento de microrganismos capazes de atuar sobre os aminoacidos

livres.
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2.2.2 Parametros analiticos bacteriol6gicos

A autolise exerce um papel muito importante na deterioracdo do pescado, no
entanto, menos acentuada do que a degradacéo bacteriana. A grande maioria dos
microrganismos que atua sobre o pescado, apresenta atividade proteolitica e/ou
lipolitica contribuindo para a desintegracdo dos tecidos e para uma série de
transformacdes bioquimicas indesejaveis que levam a total decomposi¢cdo do
pescado (NETTO, 1984; ZHU et. al, 2012).

O pescado vivo e saudavel tem integridade de superficie corporal
funcionando como uma barreira as bactérias. Quando a autdlise se instala, a
superficie do pescado se torna permeével as bactérias e aglucares compostos sédo
liberados, constituindo assim um meio nutritivo para o desenvolvimento bacteriano
(MUKUNDAN et al., 1986).

A microbiota predominante no pescado é determinada por fatores intrinsecos,
como o0 pH post-mortem da carne, presenca de OTMA e compostos nitrogenados
nao proteicos, assim como por fatores extrinsecos, como o0 habitat, temperatura,
higiene na manipulacdo e atmosfera da embalagem (CARDOSO et al., 2003). Entre
0s principais géneros responsaveis pelas alteragdes sensoriais e que fazem parte da
microbiota natural do pescado, podem ser citados Pseudomonas, Shewanella,
Moraxella, Flavobacterium, Aeromonas e Alteromonas. Estes microrganismos
possuem a capacidade de utilizar aminoacidos e outras substancias nitrogenadas
nao proteicas como fonte de nutrientes, por isso, apés o término do rigor mortis
originam compostos como TMA, ésteres, gas sulfidrico (H,S) e outras substancias
com aroma desagradavel e pronunciado. Este é o processo que resume a
deterioracdo de origem bacteriana (FRANCO; LANDGRAF, 1996; CHYTIRI, 2004).

A classificacdo dos microrganismos pode ser de acordo com a temperatura
ideal de multiplicagdo. O grupo dos mesofilos € o que tem a temperatura étima de
multiplicacéo entre 25T e 40C, minima entre 5C e 25T e maxima entre 40C e
50C. A contagem de mesodfilos é geralmente utilizad a para avaliar a qualidade
sanitaria dos alimentos, podendo indicar deficiéncia durante 0 armazenamento em
relacdo ao binbmio tempo/temperatura. Alta contagem de microrganismos mesofilos
significa, portanto, que houve condi¢cbes favoraveis para multiplicacdo (FRANCO;
LANGRAF, 1996).
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O grupo dos psicrotroficos apresenta temperatura 6tima de multiplicacéo entre
0C e 7T, portanto, a contagem desses microrganism os permite avaliar o grau de
deterioracdo de alimentos refrigerados. No entanto, existem bactérias mesofilicas
capazes de se adaptar a baixas temperaturas e assumirem caracteristicas
psicrotréficas (GOU et al.,, 2010). A maioria dos alimentos apresenta alteracbes
sensoriais detectaveis com contagens de mesdfilos e/ou psicrotroficos superiores a
10° UFC/g, sendo que para alguns sdo necessarios 10’ ou 10® UFC/g (FRANCO;
LANGRAF, 1996).

As bactérias psicrotroficas, especialmente do género Alteromonas e
Flavobacterium produzem a enzima Oxido de trimetilamina redutase, que reduz o
OTMA a TMA, sendo este um dos principais componentes relacionados ao odor
caracteristico de pescado em deterioracdo. Entretanto, a quantidade significativa de
TMA é produzida somente quando as bactérias atingem a fase de multiplicacdo, que
coincide com o fim do rigor mortis (OGAWA; MAIA, 1999; SIVERTSVIK et al., 2002).

Nos estagios finais de deterioracdo do pescado, bactérias do género
Pseudomonas, Alteromas, entre outros, decompdem aminoacidos sulfurados como a
metionina, cistina e cisteina, resultando na formacédo de compostos como o gas
sulfidrico (H,S) e metilmercaptana (CH3SH), que alteram as caracteristicas
sensoriais do pescado (OGAWA; MAIA,1999; SIVERTSVIK et al., 2002).

Importante ressaltar que a carcinicultura apresenta uma grande vantagem em
relacdo a pesca que € a possibilidade do monitoramento da qualidade da agua, ndo
somente em relagdo aos microrganismos, mas também no controle de outros

contaminantes como elementos tracos e pesticidas (SOCCOL; OETTERER, 2003).

2.2.3 Parametros sensoriais

Nas décadas de 1940 e 1950, o setor alimenticio forneceu os primeiros
suportes a favor da andlise sensorial, que se tornou reconhecida e iniciou o
desenvolvimento de uma metodologia mais elaborada para medir a aceitacado de
alimentos e a identificacdo de preferéncias (STONE e SIDEL, 2004). Além disso, a
indUstria passou a ter como objetivo a obtencdo de produtos de qualidade sensorial
apropriada e garantir a seguranca da saude do consumidor, visando atender o

mercado mais exigente e se tornar mais competitiva (CHAVES, 1993).
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A avaliacdo sensorial de alimentos € conceituada como uma disciplina
utilizada para evocar, medir, analisar e interpretar as reagdes dos julgadores frente
as caracteristicas dos alimentos e outros produtos de consumo, e da forma como
sao percebidos pelo sentido da viséo, olfato, paladar, tato e audi¢cdo, enfatizando a
importancia desta forma de medida e do tratamento dos dados da avaliacdo
sensorial (CHAVES, 2001).

As primeiras alteragcbes sensoriais no pescado, que ocorrem durante o
periodo de armazenamento, estao relacionadas com o odor, a aparéncia e a textura,
no entanto, variam consideravelmente com relacdo a espécie e método de
conservacdo. Conforme descrevem Beirdo et al. (2000), a avaliacdo sensorial € a
mais frequente na industria de pescado e derivados, tanto pela necessidade da
rapidez do julgamento de lotes de matéria-prima e produto final, como pela facilidade
de execucdo, sendo uma importante ferramenta na avaliacdo da qualidade e da
validade comercial (SOARES et al., 1998).

Os testes afetivos estdo inseridos nos métodos sensoriais, que buscam a
opinido do consumidor, como aceitacdo ou preferéncia do produto, podendo ser
analisados de forma individual ou relacionados a outros produtos. Tém como
principal objetivo avaliar a resposta pessoal, preferéncia ou aceitacdo de um
consumidor em potencial, ter uma ideia da aceitacdo ou avaliar uma caracteristica
exclusiva de um determinado produto. Dentre os testes afetivos, a Escala de Atitude
e Escala Hedbnica sdo os métodos mais utilizados para medir a aceitacdo de
produtos (BERGARA-ALMEIDA; SILVA, 2002; CHAVES,; SPROESSER, 2002).

Para mensurar a aceitacédo de um produto, a escala hedonica de nove pontos
€ 0 método mais usual e utilizado extensivamente com uma grande variedade de
produtos e com consideravel sucesso, por ser facilmente compreendido pelos
julgadores, fornecer informagfes sobre os produtos, além de determinar a aceitacéo
em caso de modificacdes na formulacdo, nos processamentos, matérias-primas,
embalagens, condicdes de estocagem e no tempo de conservacdo (CHAVES;
SPROESSER, 1996; STONE; SIDEL, 2004).

A escala hedobnica é utilizada para indicar o grau de aceitabilidade ou rejeicao
do produto, sendo que os melhores resultados sdo obtidos através de escalas
balanceadas, tendo numero igual de categorias positivas e negativas, variando
gradativamente desde “gostar” até “desgostar’. (BERGARA-ALMEIDA; SILVA,
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2002). Adotando-se a escala hedbdnica de nove pontos, a analise pode ser dividida
em etapas com a avaliagdo de diferentes atributos, e os provadores recebem
informacdes suficientes para que possam avaliar cada amostra e que os resultados
possam ser analisados posteriormente por testes estatisticos (SIMOES et al., 1998).

Os testes de aceitacdo necessitam de equipes com um grande numero de
julgadores (acima de 30) que representem a populagdo de consumidores atuais ou
potenciais do produto, o que permite obter uma indicacdo do produto que devera
receber maior atencdo pela possibilidade de se tornar comercialmente viavel
(GRIZOTTO; MENEZES, 2003; COSTELL et al., 2010; FERRAZ et al. 2012). No
entanto, por necessitarem de elevado numero de provadores, estes testes nao
devem ser utilizados para controle de qualidade na producdo de alimentos
(CHAVES, SPROESSER,; 2002).

Vale ressaltar que o grau de aceitabilidade de um alimento por parte dos
consumidores é altamente afetado por fatores préprios de cada individuo e pelo
ambiente ao seu redor, como por exemplo, os habitos e padrdes culturais; os
prejuizos a respeito das expectativas sobre um produto; a fidelidade a determinadas
marcas, que fazem com que o consumidor ndo mude de produto; a higiene e o local
de consumo; o tipo e o numero de acompanhantes. Desta forma, as informacdes
obtidas devem ser interpretadas em conjunto com as analises fisico-quimicas e
microbioldgicas (RUIVO, 1988; DASSO, 1999).

2.3 EMBALAGEM

O setor produtivo identificou a evolucdo e as vantagens das técnicas de
acondicionamento. O setor produtivo tem interesse em embalagens racionais e
econdmicas e, a distribuicdo dos produtos requer uso de embalagens que garantam
aumento da validade comercial; e os consumidores almejam a caracteristica de
assegurar a qualidade do alimento, a praticidade e que ndo danifique o meio
ambiente. No entanto, a escolha do material € de extrema importancia, visto que
algum equivoco na escolha do mesmo pode trazer repercussdes graves em termos
econdmicos (BARUFFALDI; OLIVEIRA, 1998; SILVESTRE et al., 2011).

A embalagem alimentar apresenta inimeras fungbes, dentre as principais

pode-se destacar: protecdo do alimento a danos mecanicos; ser barreira a gases e
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vapores; prevenir ou retardar as degradacfes fisicas e bioldgicas; facilitar o
transporte e o armazenamento; apresentar o produto de forma atraente; apresentar
informacdes e, ser facilmente reciclavel (BARUFFALDI; OLIVEIRA, 1998; SIMPSON
e CAVERIC, 2004).

A estrutura de uma embalagem, independente do material polimérico
utilizado, apresentard espagos, mesmo que muito pequenos. No entanto, quanto
maior a rigidez entre as ligacdes moleculares, menor serd a permeabilidade e entédo
maior o efeito barreira. Assim como, quando ha uma maior elasticidade, maior a
permeabilidade e menor o efeito barreira (BARUFFALDI; OLIVEIRA, 1998;
GHOLIZADEH, 2012).

Algumas variaveis afetam a permeabilidade da embalagem aos gases,
podendo citar a umidade relativa, que pode aumentar a taxa de difusdo dos gases
na embalagem, a pressao e a temperatura, que sédo diretamente proporcionais a
permeabilidade, e a espessura que, quanto maior, melhor sua propriedade barreira
(BARUFFALDI; OLIVEIRA, 1998; SIMPSON, 2009).



3 MATERIAL E METODOS

O material utilizado e os métodos adotados neste estudo seréo expostos nos
itens subsequentes com o intuito de esclarecer a respeito da realizagdo do presente
experimento.

3.1 MATERIAL

O material utilizado no experimento sera listado a seguir, sendo dividido em
eguipamentos, material de consumo e vidraria, reagentes e outros.

3.1.1 Equipamentos
* Autoclave
 Estufa - Fabbe®
+ Balanca analitica — Modelo AM 550
« Banho-maria - Fanem®
« Cromatégrafo Liquido de Alta Eficiéncia - Shimadzu® SPD — 10AV
« Contador de coldnia tipo Quebc®
« Destilador - Quimis®
« Estufa - Fanem®
» Homogeneizador do tipo “Stomacher”
« Liquidificador - Osterizer®

Peagametro - Digimed®



« Termoseladora — Tecmag® Modelo AP 450
« Fog&o - Brastemp®

« Agitador / aquecedor — Fanem® 258
 Refrigerador - Eletrolux®

* Placa aquecedora,;

« Bloco digestor - Gerhardt®

« Destilador de Kjeldahl - Labconco®
« Aparelho de Soxhlet - Quimex®

» Concentrador de amostras

» Purificador de agua (Milli-Q Pore)

* Infravermelho

¢ Camara de ultravioleta

3.1.2 Material de consumo e vidrarias

« Papel de filtro Whatman® n°L

» Bastbes de vidro

* Provetas (25, 50, 100 e 250 mL)

» Béqueres (50, 250 e 500 mL)

* Erlenmeyer (250, 500 mL e 2L)

» Baldo volumétrico (50 e 100 mL)

* Frascos Kitasato

* Funil de Buchner

e Placas de microdifusao de Conway com tampa de vidro
» Pipetas graduadas (2, 5, 10 e 20 mL)

* Gral e pistilo



Pincas de metal

Estantes

Espatula

Algodéo

Barbante

Filme policloreto de vinila
Embalagem Cryovac® BBL4
Caixa isotérmica de poliestireno expandido
Bandeja de aco inox

Seringas para CLAE

Gelo

Bandeja de poliestireno expandido
Vaselina solida

Buretas (5 mL e 25 mL)
Erlenmeyer com rolha de vidro esmerilhada
Céapsulas de porcelana

Agua destilada

Agua ultrapura

Alcool 70% viv

Tubos de ensaio rosqueados
Tubos de hidrolise para destilacéo
Ponteiras Kartell® (100 e 1000 pL)

Eppendorf Kartell® (1,5 mL)

Placas de Petri descartaveis 90 x 15 mm sem diviséria

Sacos esterilizados

Bico de Bunsen

34
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3.1.3 Reagentes e solugdes preparadas
« Acido borico P.A VETEC®
« Acido cloridrico 0,1 Mol/L MERCK®
« Acido tricloroacético 10% P.A MERCK®
« Carbonato de potassio P.A MERCK®
« Reagente de Nessler MERCK®
» Fita de acetato de chumbo
* Indicador misto de Tashiro
+ Meio de cultura Agar Padrdo para Contagem
* Solucéo salina peptonada 0,1%
« Agua peptonada tamponada 1%
« Agar Baird-Parker
» Caldo Fluorocult
« Agar Salmonella
+ Acetonitrila P.A MERCK®
« Eter dietilico Vetec®
* Solucéo de hidroxido de sédio 1 mol/L

 Padrdes para histamina, cadaverina, espermina, tiramina, triptamina,
agmatina MERCK®

3.2 METODOS

Para melhor compreensdo, a metodologia utilizada sera detalhadamente
abordada nos itens subsequentes, incluindo a apresentacdo do desenho
experimental (Figura 1) que demonstra todas as etapas analiticas utilizadas para o
desenvolvimento desta pesquisa. A metodologia serd abordada em sua sequéncia
de elaboracéo, tendo como inicio a obtencéo e preparo das amostras seguindo-se

para os procedimentos analiticos realizados.
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=3

Estocagem por 6 dias a 1+1°C

Figura 1. Desenho experimental

3.3 Obtencéao e preparo das amostras

Para a realizacéo deste estudo foram obtidos 10 kg de camardao da Malasia
(Macrobrachium rosenbergii), na Aquicultura Santa Helena, localizada no municipio

de Silva Jardim, Rio de Janeiro (Figura 2).
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Figura 2. Despesca do camardo da Malésia realizada na Aquicultura Santa
Helena, no municipio de Silva Jardim, RJ.

Imediatamente apds a despesca houve a imersdo dos camardes em agua
hiperclorada 5 ppm, seguindo o abate por hipotermia em gelo (1+1C) (Figura 3),
remocdo do cefalotérax e exoesqueleto e o acondicionamento dos crustaceos em
caixas isotérmicas de poliestireno expandido contendo gelo reciclavel, mantendo a
temperatura de 1+1TC. Em seguida, os exemplares foram encaminhados ao
Departamento de Tecnologia de Alimentos na Faculdade de Veterinaria da
Universidade Federal Fluminense, Niterdi, Rio de Janeiro.
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Figura 3. Realizacdo de abate por hipotermia em gelo filtrado (1+1C)

Como primeira etapa, em condi¢des laboratoriais, separaram-se aliquotas do
crustaceo para determinar a composi¢cao centesimal da espécie com parametros de
umidade, proteina, lipidio e cinzas; determinar a qualidade bacteriolégica inicial
através da Contagem de Bactérias Heterotréficas Aerdbias Mesofilas (CBHAM),
Contagem de Bactérias Heterotréficas Aerdbias Psicrotroficas (CBHAP), Coliformes
Totais (CT), Coliformes Termotolerantes (CTT), Staphylococcus coagulase positiva e
Salmonella spp. e parte da aliquota foi congelada (-18<C) para posterior realizacao
da analise sensorial.

Em uma segunda etapa os crustaceos foram divididos em dois grupos
distintos (Figura 4), conforme os tratamentos previstos no delineamento: T1
(bandejas de poliestireno expandido envolvidas por filme policloreto de vinila - PVC),
T2 em embalagens com estrutura de capacidade de barreira multicamadas
Cryovac® BBL4 armazenados sob refrigeracdo em temperatura controlada (1 +
1C).
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Figura 4. Separacdo dos crustaceos em grupos distintos. A

embalagem da direita corresponde ao grupo T1, e a

embalagem da esquerda ao grupo T2.

O preparo do T1 foi realizado de forma asséptica, sendo as bandejas de
poliestireno expandido e o filme PVC higienizados com alcool a 70% v/v. Em
seguida adicionou-se a aliquota do camaréo e vedou com o PVC. Para o preparo de
T2, a embalagem também foi higienizada com alcool a 70% v/v, adicionou-se a
aliquota do crustaceo e utilizou-se a termoseladora Tegmac® AP 450 para o
fechamento da embalagem de forma que n&o existissem falhas na vedacao que
pudesse interferir na mesma. Todas as amostras foram identificadas e
acondicionadas sob refrigeracao (1 + 1C) durante t odo periodo de estocagem.

Importante salientar que os parametros analiticos descritos neste topico
foram realizados no primeiro dia de analise. Entretanto, os parametros de CBHAM e
CBHAP foram realizados durante o periodo de estocagem para o acompanhamento
da validade comercial do M. rosenbergii e o intervalo entre os procedimentos
analiticos foram estabelecidos conforme a evolugcdo dos resultados de cada

parametro.

3.2.2 Analises bacteriologicas

Os meétodos analiticos utilizados para pesquisa de Salmonella spp. e o
Numero Mais Provavel de E. coli serao descritos nos respectivos subitens.
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Para o0s procedimentos analiticos bacteriolégicos de Staphylococcus
coagulase positiva, CBHAM e CBHAP utilizou-se uma aliquota de 25g, a qual foi
obtida e acondicionada assepticamente em saco plastico proprio para utilizacdo em
“stomacher”. Adicionou-se 225 mL de solucdo salina peptonada (SSP) e realizou a
homogeneiza¢do no equipamento em velocidade normal por dois minutos, obtendo-
se a diluicdo decimal 10™". Desta, 1 mL foi adicionado em 9 mL de SSP 0,1%
obtendo-se a diluicdo 102 e este procedimento foi repetido até obtencdo das
diluicdes desejadas. Em seguida, prosseguiu-se com as analises especificas (APHA,
2001).

3.2.2.1 Contagem de bactérias heterotroficas aerdbias mesofilas

A contagem padrdo de bactérias heterotréficas aerdbias e mesofilas (CBHAM)
foi realizada pelo método de plagueamento em profundidade, no qual foi inoculado 1
mL da diluicdio e utilizou-se o Agar Padrdo para Contagem com incubacido das
placas invertidas a 36+1<C por 48 horas. O resultad o foi expresso em log UFC g™ de
amostra (APHA, 2001).

3.2.2.2 Contagem de bactérias heterotréficas aerdbias psicrotroficas

Para a contagem de bactérias heterotroficas aerdbias psicrotroficas (CBHAP)
utilizou-se o método de plaqueamento em profundidade, no qual foi inoculado 1mL
da diluicdo e verteu-se o Agar Padrdo para Contagem com incubacio das placas
invertidas a 7<C por 10 dias log UFC g * de amostra (APHA, 2001).

3.2.2.3 Contagem de Staphylococcus Coagulase Positiva

Na contagem de Staphylococcus Coagulase Positiva utilizou-se o0 método de
plagueamento em superficie, no qual inoculou-se 0,1 mL da amostra, havendo
espalhamento com auxilio da alca de Drygalski estéril. As placas foram incubadas
invertidas a 36+1<C por 48 horas. Apos o periodo de incubacéo, as colbnias tipicas
(circulares, pretas, lisas, convexas e rodeadas por halo transparente) foram
transferidas para o Caldo Brain Heart Infusion (BHI) e novamente incubadas a

36+1C por 24 horas. Seguiu-se entdo para as provas bioquimicas da catalase e
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coagulase, sendo o microrganismo positivo para as mesmas. O resultado foi
expresso em UFC g de amostra (APHA, 2001).

3.2.2.4 NUmero Mais Provavel de Escherichia coli

Foi realizada a Técnica de Miniaturizacao realizada Merck (2002) modificado
por Franco e Mantilla (2004), a qual consiste em utilizar “Eppendorfs” contendo 900
puL do caldo Fluorocult e aliquotas de 100 puL de cada uma das diluicdes realizada
em triplicata. Realizou-se a incubacdo a 36 + 1T por 48 horas. A positividade para
coliformes totais foi verificada pela viragem da coloracdo de amarelo para
esverdeado. Os microtubos que apresentaram a viragem foram colocados contra a
luz ultravioleta e os que apresentaram fluorescéncia foram submetidos a prova
bioguimica do indol. Os “eppendorfs” que apresentaram formacgéo de anel vermelho
na superficie do cultivo foram confirmados para E. coli.
Para obter o NMP de E. coli utilizou-se o célculo a seguir:

NMP x FDI x 10
100

Onde: NMP = nimero mais provavel

FDI = fator de diluicdo intermediaria

3.2.2.5 Pesquisa de bactérias do género Salmonella spp.

Uma aliquota de 25g da amostra foi adicionada de 225mL de agua peptonada
tamponada (APT) 1% e incubada a 36+1<C por 24 horas para o pré-enriquecimento
do microrganismo. Apés este periodo, realizou-se o enriguecimento seletivo, no qual
se inocula 1 mL do meio pré-enriquecido no Caldo Rappaport Vassiliadis e 1 mL no
Caldo Selenito-Cistina. Ambos foram incubados a 41+0,5C. Em seguida
prosseguiu-se para o isolamento, no qual ocorre inoculacdo do material presente
nos agares Rambach, Hektoen e Verde Brilhante e segue para incubacédo 41+0,5C.
O resultado é qualitativo, baseando-se na presenca ou auséncia do microrganismo
em 25¢g da amostra (APHA, 2001).
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3.2.3 Andlises fisico-quimicas

A seguir serdo descritas as analises fisico-quimicas realizadas no presente
estudo, cuja periodicidade foi determinada conforme a evolucdo de cada parametro

analitico.

3.2.3.1 Composicao centesimal

Para determinacdo da composicéo centesimal foram avaliados os parametros
de umidade, proteina, lipidio, cinzas e carboidrato A metodologia utilizada em cada

parametro sera descrita a seguir.

3.2.3.1.1 Determinacéo de umidade

A determinacdo da umidade foi realizada através do método instrumental com

a utilizacdo do equipamento de infravermelho Mettler LJ16 (IAL, 2008).

3.2.3.1.2 Determinagédo de proteina

A quantificacdo de proteina foi realizada pelo Método de Micro Kjeldhal
(AOAC, 2005) que se baseia na determinacdo de nitrogénio proteico e nitrogénio
ndo proteico, com excec¢do do nitrato e nitrito, sendo denominada proteina bruta. A
metodologia consiste nas etapas de digestdo, destilacdo e titulagdo seguida de

calculo, conforme se segue:

PB% =V x Fc x14 x 0,1 x50 x 6,25 x 100
PxA

Onde: V = volume de HCI gasto na titulacéo
Fc = fator de correcédo do HCI

14 = peso molecular do nitrogénio

0,1 = normalidade do HCI

50 = volume do baléo usado

6,25 = fator de proteina para carnes
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3.2.3.1.3 Determinagéo de lipidio

A determinacdo de lipidio foi realizada conforme metodologia descrita pela
“Association of Analytical Communities” — AOAC (2005).

A partir da andlise de umidade, foi removido com auxilio de pin¢ca e algodao
desengordurado embebido em éter, o extrato seco e depositado juntamente com o
algodao no cartucho de extracdo. Colocar o cartucho no extrator de Soxhlet e
encaixar o baldo previamente preparado (estufa 105°C por 1 hora, pesado e
adicionado de éter acima da metade do seu volume). ApOs aproximadamente 6
horas, recuperar o excesso de éter e levar o baldo em banho-maria até evaporacao
completa do éter. Em seguida levar a estufa a 105 por 1 hora até obtencéo de
peso constante.

%gordura = perda de peso (g) (peso inicial — peso final)

peso amostra em gramas

3.2.3.1.4 Determinacéo de cinzas

A andlise de residuo mineral fixo foi realizada conforme metodologia descrita
pela AOAC (2005) em duas etapas: carbonizacdo e incineracdo até obtencdo de
cinzas brancas. Esfriou-se em dessecador e pesou-se em balanca analitica até

obtencéo de peso constante, prosseguindo-se com o calculo:

% cinzas =100 x p
p

Onde: p = peso das cinzas em gramas

p’ = peso da amostra em gramas

3.2.3.1.5 Determinacéo de carboidrato

A determinacdo de carboidratos foi obtida pela diferengca dos componentes
guantificados (IAL, 2008), conforme calculo:



44

CHO =100 - (U + Lip + Ptn +Cnz)
Onde: U = umidade
Lip = lipideo
Ptn = proteina

Cnz = cinzas

3.2.3.2 pH

A analise de pH foi realizada pelo método potenciométrico que se baseia na
determinacao instrumental do pH (AOAC, 2005).

3.2.3.3 Bases volateis totais

Para a determinacdo das bases volateis totais, utilizou-se o método de
microdifusdo de Conway, segundo metodologia descrita pela AOAC (2005). Apés a
realizacdo das analises, utilizou-se a formula a seguir para realizar calculo do valor
das bases volateis totais.

mg de N-BVT/100g = V x N x 14 x 100 x (T + U)
Va x P

Onde: V = mL de acido cloridrico gastos na diluic&o;

N = normalidade da solucéo de acido cloridrico;
T = mL de &cido tricloroacético utilizado;

U = umidade da amostra;

Va = volume da aliquota analisada;

P = peso da amostra utilizada no preparo do extrato

3.2.3.4 Amonia (NH3)

A avaliacdo de amoénia foi realizada pela Prova de Nessler baseada na
metodologia descrita pelo Instituto Adolfo Lutz — IAL (2008) com modificagbes
realizadas no Laboratério de Controle Quimico da Faculdade de Veterinaria da UFF,
que serdo descritas a seguir.

Ao macerar as amostras, ocorre exposi¢cao dos sitios ativos das moléculas de

NH; presentes na matriz alimentar apos ter ocorrido a desaminacdo dos
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aminoacidos e desfosforilagdo de nucleotideos. As moléculas de NH3; sdo capazes
de se complexar com tetraiodomercurato de potassio presente no Reagente de
Nessler, produzindo um complexo colorimétrico de diferentes graduacoes, variavel
com o grau de positividade. A partir da figura 5, pode-se observar as variacdes

colorimétricas desde a coloracdo do reagente até reagao fortemente positiva.

A B C

Figura 5. Escala colorimétrica da Prova de Nessler. A - coloracao
do Reagente de Nessler; B - reacao negativa; C - reacao positiva,

D - reacédo fortemente positiva

3.2.3.5 Gas sulfidrico (H,S)

A avaliacdo qualitativa da presenca de gas sulfidrico foi realizada conforme
metodologia descrita pela AOAC (2005). Adicionou-se em um erlenmeyer com
tampa esmerilhada 10g da amostra macerada. Adicionou-se agua destilada em
quantidade suficiente para cobrir a amostra e acrescentou uma fita impregnada de
acetato de chumbo, de forma que a mesma ficasse exposta aos vapores que foram
desprendidos. Aqueceu em bloco aquecedor até iniciar 0 processo de ebulicdo.
Esperou esfriar e observou a coloragdo formada na fita. A positividade é definida
quando ocorre a reacdo do gas sulfidrico com o acetato de chumbo produzindo

coloracdo marrom-enegrecida.

3.2.3.6 lIdentificacdo e quantificacdo de aminas biogénicas pelo Método de
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

As amostras foram analisadas segundo método proposto por Conte-Junior et
al. (2006). A primeira etapa consiste na extracdo, na qual se utilizou aliquota de 5g
de amostra homogeneizada e pesada em tubos cénicos pré identificados. Em cada
um adicionou-se 5 mL de solucdo de &cido perclérico a 5% (v/p), e, no periodo de
uma hora, mantidos sob refrigeracdo (4+2°C) foram submetidos a 30 segundos de

homogeneizagdo em vértex, com intervalos de 10 minutos.



46

Prosseguiu-se para centrifugagcdo a 3.000 rpm, com temperatura a 4+1°C,
durante 10 minutos (RODRIGUEZ et al., 2001). A seguir, realizou-se a primeira
filtragem em papel filtro Whatman® n°® 1 em funis e tubos identificados. Ao finalizar a
filtragem, adicionou-se quantidade suficiente de NaOH (2M) até atingir pH igual ou
superior a 12,0. Seguiu-se para banho de gelo por 20 minutos e depois, submeteu-
se a segunda filtragem sob as mesmas condigdes.

Na segunda etapa, a derivatizacdo, acrescentou-se a cada tubo 40 uL de
cloreto de benzoila, homogeneizou em vortex durante 15 segundos e deixou em
repouso por 20 minutos a temperatura ambiente (MEI, 1994). ApOs este periodo,
adicionou-se 1 mL de éter dietilico aproveitando-se a fase etérea (sobrenadante) e
acondicionando em novo tubo. A adicdo do éter foi repetido e novamente
acondicionado com obijetivo de resgatar substancias apolares.

Evaporou-se o éter com auxilio de corrente de fluxo continuo de nitrogénio
(N2). Nos proprios tubos com éter evaporado, adicionou-se com 500uL de
acetonitrila e posteriormente 500uL agua MILLI-Q, com o objetivo de ressuspender
as aminas biogénicas presentes nas amostras.

As condi¢cdes analiticas utilizadas para a CLAE foram: Cromatégrafo
Shimadzu LC/10 AS, equipado com coluna Teknokroma Tracer Extrasil ODS2 (15 x
0,46 cm, id. 5um), coluna guarda Ascentis C18 (2 x 0,40 cm, id. 5um) da Supelco,
detector UV SPD/10 AV utilizando-se o comprimento de onda de 198 nm, volume de
injecdo de 20 mL com fluxo de 1mL/min e separacgao isocratica com fase movel de
acetonitrila:dgua 42:58 (v:v).

A presenca das aminas biogénicas nas amostras foi observada no
cromatograma a partir do tempo de retencdo de cada amina em comparacdo com o
cromatograma dos padrdes especificos de cada amina. As concentracdes foram

obtidas a partir de um célculo realizado da area do cromatograma.

3.2.4 Avaliacao sensorial

Para a avaliacdo sensorial foi oferecido a 50 julgadores nao treinados uma
ficha de avaliacado sensorial contendo o teste de aceitagdo em escala hedonica de 9
pontos e de atitude com escala de intencao (Anexo, f. 80) de compra de acordo com

a metodologia proposta por Stone e Sidel (2004).
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As amostras foram cozidas por 4 minutos em agua contendo 1% de cloreto de
sédio e foram apresentadas aos julgadores em copo descartavel identificado com
trés numeros aleatoérios. Os atributos avaliados foram aparéncia, cor, sabor, aroma,
textura, suculéncia e impressao global. Foi disponibilizado um copo descartavel
contendo agua e biscoito cream-cracker para que os julgadores pudessem remover
algum sabor residual. Para verificar o odor, a amostra foi colocada em um béquer
tampado com um vidro de relégio. Os julgadores indicaram o grau de aceitacdo do
produto utilizando uma escala hedbénica numerada de 1 a 9 (1- desgostei muitissimo,
9- gostei muitissimo) e foi solicitado que marcassem o termo que condizia com a
sensacao perante a amostra.

Para os atributos de cor, maciez e suculéncia utilizou-se a escala do ideal,
estruturada de 9 pontos (1- extremamente menos que o ideal, 9- extremamente mais
que o ideal) que permitiu julgar o quao préximo ao ideal se encontravam estes
atributos.

Utilizou-se ainda a intencdo de compra com escala estruturada de 5 pontos
(1- certamente ndo compraria, 5- certamente compraria). Foi solicitado aos
provadores que marcassem a alternativa que melhor refletisse seu julgamento em

relacdo a compra do produto.

3.2.5 Tratamento estatistico dos resultados

O tratamento estatistico dos resultados fisico-quimicos foi realizado através
da andlise de regressao polinomial do 2° grau. As curvas de crescimento dos
microrganismos foram ajustadas conforme modelo proposto por Baranyi and Roberts
(1994) utilizando o DMFit 2.0 (IFR, Norwich, United Kingdom. Os resultados
bacteriol6gicos foram tratados por analise de regressao linear pelo método de
Baranyi e Roberts (1994). Para o teste de aceitacdo utilizaram-se os valores médios
e desvio padrdo para considerar valores inferiores ou iguais a 5 indicativos de
rejeicdo. A identificacdo das diferencas entre as aminas biogénicas foi realizada
através do ANOVA two-way com nivel de confianca de 0,05. Para a interpretacao
dos dados foi realizada a divisdo em trés periodos: Periodo 1 (P1) — analises no
periodo de 0 a 50 horas de estocagem; Periodo 2 (P2) — analises entre 51 e 100
horas de estocagem; Periodo 3 (P3) — analises no periodo de 101 a 150 horas de

estocagem. Os resultados foram avaliados utilizando um software comercial de



48

andlise estatistica (GraphPad Prism versdo 140 5.00 para Windows, GraphPad
Software, San Diego, Calif., USA).



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 QUALIDADE REFERENTE A MATERIA-PRIMA

Em uma primeira etapa analitica foram obtidos resultados referentes a
matéria-prima com o intuito de assegurar a qualidade microbiologica, nutricional e

sensorial.
4.1.1 Qualidade microbiologica

Considerando os parametros bacteriologicos, nos resultados referentes a
amostra controle ndo foi observado crescimento de Staphylococcus coagulase
positiva (UFC g*) e Salmonella spp. em 25g de amostra, fato pontuado por Downes
e Ito (2001) para pescado e produtos da pesca, mas ndo especificamente para
camaréo dulcicola. Estes resultados confirmam que houve adequacao eficiente das
Boas Préticas de Manipulagdo (BPM) e assepsia na coleta e manipulacdo das
aliquotas amostrais.

A técnica analitica através de Numero Mais Provavel (NMP) para Coliformes
Totais (CT) e Coliformes Termotolerantes (CTT) apresentou valores de 110 NMP g*
e 2,3 NMP g*, respectivamente. O limite utilizado como referéncia de qualidade foi
estabelecido pela Comunidade Europeia através da “Commission Decision” (1992),
o qual limita o indice de CTT em camardo em 100 NMP g*. Apesar de ndo ter
ultrapassado o limite preconizado, € importante salientar que a ocorréncia dessas
bactérias estd diretamente relacionada com a qualidade da agua no tanque de
criacao (TALLON et al., 2005; HACHICH et al., 2012).
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4.1.2 Qualidade nutricional

Os resultados relativos a composicdo centesimal do camardo da Malasia
estdo apresentados na tabela 1. As amostras apresentaram valores médios de
75,7% (+0,94) para umidade, 21,40% (+1,11) para proteina, 1,45% (+0,10) referente
aos lipidios, 0,36% (+0,06) para carboidratos e 1,02% (+0,01) para cinzas. As
variacbes encontradas nas concentracbes de umidade, proteina, lipidio e cinzas
entre diferentes estudos podem ser atribuidas a diversos fatores como a
disponibilidade e tipo de alimento, criagdo zootécnica, regides do corpo do animal

que foram analisadas, entre outros (FURUYA et al., 2006).

Tabela 1. Resultados referentes a composicao centesimal média (%) do camaréo da

Malasia (M. rosenbergii)

Componentes Valores Médios + DP
Umidade 75,70+0,94
Proteina 21,40+1,11
Lipidio 1,45+0,10
Carboidrato 0,36+0,06
Cinzas 1,02+0,01

* Todas as analises foram realizadas em duplicata

Estudos realizados por Silva et al. (2010) e Begum et al (2012) com camardes
da Malasia in natura demonstraram teor de umidade de 78,20% e 78,80%,
respectivamente. Corroborando o0s estudos supracitados, o presente estudo
demonstrou teor de umidade de 75,70% para camardes da Malasia in natura. Araujo
et al. (2012), estudando camarfes da espécie Litopeaneus vannamei encontrou teor
de 74,10%. A partir destes estudos é possivel inferir que hd semelhanca neste
parametro com camardes de outras espécies e, que, fatores extrinsecos parecem
ser os que apresentam maior influéncia nesta variabilidade (BRAGAGNOLO e
RODRIGUEZ-AMAYA, 2001).

Os teores de proteina bruta, lipidios totais e cinzas descritos por Silva et al.
(2010) para esta espécie foram de 16,80%, 0,30% e 0,89%, respectivamente, e
corroboram com os descritos por Kirschnik et al. (2006) de 18,59%, 0,29% e 1,35%.
Entretanto, algum fator de relevancia resultou na observacdo de maior porcentagem

de proteina (21,40%) e lipidio (1,45%) nas amostras objeto deste estudo e valor
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semelhante de cinzas (1,02%). A variagdo na composi¢do centesimal entre as
pesquisas supracitadas e o presente estudo pode ser explicada por variaveis
relacionadas ao tipo de criacdo, aspectos geograficos, composicdo da racao, e
outros fatores extrinsecos que possam interferir diretamente na matriz alimentar
(FURUYA et al., 20086).

Quando se compara, por dados descritos na literatura, a composicao do
camaréo dulcicola com o marinho (Litopeaneus vannamei), oriundo de carcinicultura
da regidao Nordeste, Araujo et al. (2012), observaram valores semelhantes aos do
presente estudo [umidade (74,10%), proteina (21,90%) e cinzas (1,50%)],
confirmando a importancia destas analises para avaliar nutricionalmente e

sensorialmente as diferentes espécies de camarao.

4.1.3 Qualidade sensorial

Os parametros sensoriais obtidos pelo teste de aceitacdo estao
representados na figura 6 que demonstra a aceitabilidade do camardo da Malasia
frente aos consumidores. Com relagdo ao atributo impresséo global observou-se
valor médio de 6,80 (+1,42), classificando-0 entre os termos hedbnicos “gostei
ligeiramente” e “gostei moderadamente”. Dentre os atributos avaliados, a cor foi o
que apresentou menor valor médio de 5,60 (x1,67) sem, no entanto, o classificar
como rejeitado pelo consumidor. Os atributos mais representativos foram o aroma e
sabor 7,00 (£1,30) e 7,00 (x1,71), respectivamente, correspondendo a classificacdo

de “gostei moderadamente”.
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Figura 6. Resultado do teste de aceitacao realizado com o
camardo da Maléasia (M. rosenbergii) nos diferentes

atributos avaliados.

Sriket et al. 2012 realizaram o teste de aceitacdo com M. rosenbergii e
obtiveram valor médio de 8,0 para os atributos textura e impressédo global. Este
resultado corrobora com outro trabalho deste grupo que avaliou a aceitabilidade em
M. rosenbergii antes e ap0s a desova das fémeas armazenadas em gelo e
verificaram-se valores médios de 7,5, independente da caracteristica fisiolégica
(Sriket et al. 2010).

A escala do ideal estruturada de 9 pontos foi aplicada avaliando a cor (Figura
7), suculéncia (Figura 8) e maciez (Figura 9) da matriz alimentar, considerando-se
como ideal apenas o termo “ideal’, e foram obtidos valores percentuais na
frequéncia entre os provadores de 18%, 40% e 48%, respectivamente. Observou-se,
a partir dos resultados que a cor, assim como verificou-se no teste de aceitacao, foi
o atributo que mais se afastou do ideal para os julgadores.
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Figura 8. Resultado da Escala do ideal estruturada em nove pontos para o atributo
suculéncia
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Numero de provadores

Figura 9. Resultado da Escala do ideal estruturada em nove pontos para o atributo maciez.

Com relacdo a intencdo de compra do produto (Figura 10), os termos
“certamente compraria” e “possivelmente compraria” somaram 64% de frequencia, o
termo “talvez compraria ou néo” foi apontado com 24%, “possivelmente néo
compraria” abrangeu 12% de frequéncia e o item “certamente ndo compraria” nao foi
escolhido pelos julgadores, possibilitando inferir sobre a boa aceitabilidade do
produto.

Liao e Smith (1981) estudaram a aceitacédo de mercado do M. rosenbergii nos
Estados Unidos e verificaram que a maioria dos consumidores (89%) avaliaram que
o camarao dulcicola se assemelha ao camardo marinho e se interessaram na

compra do produto.
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Figura 10. Resultado do Teste de Intencdo de Compra em escala estruturada de cinco

pontos.
4.2 VALIDADE COMERCIAL

Para estabelecer a validade comercial do camardo da Malasia adotou-se a
diretriz internacional estabelecida por “National Advisory Committee on
Microbiological Criteria for Foods” (NACMCF, 1990) e “International Commission on
Microbiological Specification for Foods” (ICMSF, 1988) que sugere o valor de 7 Log
UFC g* para contagem de bactérias heterotréficas aerdbias mesdfilas e
psicrotréficas como um critério microbiolégico para assegurar a perda de qualidade

da matriz alimentar.
4.2.1 Parametros bacterioldgicos

Considerando o parametro bacteriolégico estabelecido, observou-se que no
grupo controle, a contagem inicial de mesdfilos foi de 4,7 Log UFC g* e,
psicrotréficos, de 2,1 Log UCF g*. Ap6és 150 horas de estocagem, observou-se
contagem final de meséfilos de 8,8 Log UFC g para o tratamento T1 e 8,7 Log UFC
g’ no tratamento T2, estabelecendo, portanto, este periodo como a validade
comercial do produto. Apresentou-se, ao final da estocagem, um limite de 7,9 Log

UFC g* no T1 e de 7,1 Log UFC g™ no T2 para o grupo dos psicrotréficos.
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A partir da figura 12 verificam-se as curvas de crescimento de bactérias
heterotréficas aerébias mesofilas (A) e psicrotréficas (B). Comparando-se as figuras
1A e 1B, pode-se verificar que a contagem de mesdfilos inicialmente foi superior a
de psicrotroficos em ambos os tratamentos. No entanto, as 25 horas de estocagem
obteve-se 0 numero de psicrotroficos semelhante a contagem de mesofilos no
mesmo periodo de tempo, sugerindo a ocorréncia da adaptacdo da microbiota as
condicOes de refrigeracdo sob as quais a matriz foi submetida, como citaram Begum
et al. (2012), que explicam a capacidade das bactérias psicrotroficas de se
adaptarem as condigbes de resfriamento e atingirem semelhante contagem de

mesofilos.

10
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Figura 11. Regressao linear da curva de crescimento de bactérias heterotroficas aerdbias mesdéfilas
(@) e psicrotréficas (b), demonstrando o comportamento bacteriano em valores reais de T1 (A);
valores ajustados de T1 por DMFit 2.0 (—); valores reais de T2 (O) e valores ajustados de T2 por
DMFit 2.0 (---).
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A partir do desenvolvimento bacteriano, observou-se que, considerando o0s
tratamentos, ndo houve diferenca no periodo de validade comercial visto que ambos
atingiram o limite de 7 Log UFC g™ na contagem de meséfilos em 150 horas de
estocagem.

Begum et al. 2012 determinou o periodo de validade comercial para o M.
rosenbergii estocado em gelo de 12 dias, no entanto, a contagem bacteriana total
entre 0 6° e 8° dia de estocagem apresenta uma repetibilidade com valores de 10’
UFC g* , podendo inferir que os microrganismos presentes atingiram a fase
estacionaria, o que determina a validade comercial com periodo de estocagem
semelhante ao do presente estudo.

Na tabela 2 visualizam-se os parametros de crescimento (fase lag, fase log e
0 numero de colbnias bacterianas na fase estacionaria) de mesoéfilos e de

psicrotréficos nos tratamentos propostos.

Tabela 2. Parametros de crescimento de meséfilos e psicrotroficos em amostras de camardo da
espécie M. rosenbergii armazenadas em embalagens permeavel e impermeéavel ao gas oxigénio

mantidas em temperatura de 1+1<C.

Tratament o Parametro Mesofilos Psicrotroficos
Lag 48,6 0,02
T1 Log 6,72 7,31
NC 4,67 2,56
Lag 49,5 6,61
T2 Log 8,32 6,58
NC 4,55 2,41

Lag — Fase lag (horas)
Log — Fase log (horas)
NC — Ntmero de coldnias na fase estacionaria (log UFC g™)

O periodo de laténcia (fase lag) na contagem de mesofilos e de psicrotréficos
foi menor no grupo T1 quando comparado ao grupo T2. Entre T1 e T2 n&o foi
observada diferenca significativa no grupo dos mesofilos. No entanto, pode-se
constatar acentuada diferenca nesta fase nos psicrotréficos, considerando os
tratamentos. Uma possivel explicacao foi apontada por Mano, Ordéfiez e Fernando
(2002), que descreveram que diversos fatores podem influenciar no periodo de
laténcia, aplicando-se no caso deste estudo, o tipo de atmosfera que, quanto mais

seletiva, maior é a fase lag.
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A contagem inicial de todas as amostras foi semelhante, entretanto, durante o
periodo de estocagem, observaram-se diferentes adaptacfes da microbiota frente
aos tratamentos utilizados. Sob este aspecto € relevante observar a existéncia de
géneros de psicrotréficos que sao aerobios estritos em pescado e se desenvolvem
melhor em atmosfera rica em O, (GRAM e HUSS, 1996), limitante no grupo T2, no
qual o tipo de embalagem ndo permitiu a troca gasosa com o ar atmosférico,
ocasionando maior concentragao interna de CO,.

No grupo T2, os mesofilos se comportaram com maior duracdo na fase de
duplicacdo, sendo este o comportamento esperado de um grupo amostral quando
embalado em atmosfera seletiva. Com relacdo aos psicrotréficos, demonstrou-se no
T1, maior periodo de multiplicacdo, podendo este fator ser atribuido ao tipo de
embalagem, as condi¢cdes de refrigeracdo e as caracteristicas intrinsecas dos
microrganismos que favorecem a adaptacao microbiana (Conte Junior et al, 2006).

O numero de células na fase estacionaria foi menor no grupo T2 devido a
seletividade da atmosfera que, em alguns casos, pode ocasionar o prolongamento
da validade comercial. Entretanto, no presente estudo, observou-se que apesar dos
efeitos da seletividade da embalagem ndo houve aumento no periodo de
estocagem, possivelmente pela auséncia de CO, que favoreceria esse
prolongamento (MANO, ORDONEZ, FERNANDO, 2002).

4.2.2 Parametros fisico-quimicos

A partir da figura 13, observa-se o comportamento do pH durante o periodo
de estocagem, verificando que o T1 apresentou tendéncia crescente e o0 T2,
tendéncia linear. Conforme aumento no periodo de estocagem, ha intensa acéo
bacteriana sobre a matriz alimentar, ocorrendo maior liberacdo de compostos
alcalinos como a amobnia, bases volateis totais e aminas biogénicas, que irdo

culminar com a elevacéao do pH.
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Figura 12. Valores de pH em amostras de camardo da Malasia (M. rosenbergii) em embalagem permeavel (T1)

e impermeavel (T2) ao O, armazenados sob refrigeracéo (1+1C) por 140 horas.

Sugere-se que o pH em T2 nao tenha apresentado aumento significativo
devido a impossibilidade de trocas gasosas com o ambiente, gerando acumulo de
gas carbbnico no meio e, posteriormente, producdo de &cido carbbnico ao se
solubilizar na parte aquosa do alimento. Outra possibilidade que respalda os
resultados € o possivel desenvolvimento de bactérias acidificantes (TEODORO,
ANDRADE e MANO, 2007; CONTE-JUNIOR et al., 2010).

Shamshad et al. (1990) afirmaram que quando o pH atinge valores acima de
7,5 o camarao pode ser considerado improprio para consumo. No entanto, Bakar et
al. (2008) verificaram que, independente da temperatura de estocagem, valores
abaixo de 7,5 caracterizam impropriedade para consumo. Este fator foi observado
no presente estudo, cujo valor maximo durante o periodo de estocagem foi de 7,0
guando se consolidou a perda de qualidade, considerando outros parametros, o que
reforga a importancia da avaliagdo conjunta com outros parametros para determinar
a qualidade do camarao da Malasia.

O valor minimo e maximo observado para producdo de N-BVT (Figura 3) foi
de 17,01 mg N/100 g e 19,15 mg N/100 g de amostra. Entretanto, estes valores nao
variaram com o tempo de estocagem e oscilaram de forma heterogénea, o que nos
permite inferir que, apesar da possivel variagcdo entre aliquotas amostrais e fatores
como sexo, idade, tipo de alimentacéo e ciclo de reprodutivo (BEGUM et al., 2012),
este ndo deve ser o0 parametro de escolha para determinar a qualidade desta matriz

alimentar.
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Figura 13. Valores de N-BVT (mg/100g) em amostras de camardo da Malasia (M.
rosenbergii), em embalagem permeavel (T1) e impermeavel (T2) ao O, armazenados
sob refrigeragdo (1+1<C) por 6 dias.

Silva et al. (2008) otimizaram e padronizaram o uso da metodologia oficial
para determinacdo de N-BVT em camardes da espécie Xyphopenaeus kroyeri em
adiantado grau de deterioracdo. Considerando todas as variaveis daquele estudo, o
limite maximo observado foi de 30 mg/100g no avancado estado de deterioracao.
Entretanto, os autores nao correlacionaram este parametro com procedimentos
analiticos fisico-quimicos ou sensoriais, 0 que permitiria maior sensibilidade na
adequacdo de um valor de referéncia, considerado em nosso estudo como
inadequado para avaliacdo da qualidade.

Importante ressaltar que existem estudos com Macrobrachium rosenbergii,
como a pesquisa de Bakar et al. (2008) que descreveram variacbes na temperatura
e periodo de estocagem, (28C/20 horas, 10C/10 dias e 0C/16 dias) e
consideraram o0 aumento progressivo de N-BVT até um limite de 30 mg/100g,
preconizado como referéncia maxima para camardao dulcicola por Cobb and
Vanderzant (1975). Desta maneira, pode-se inferir que havendo falhas na cadeia de
frio, o N-BVT pode ser um bom paréametro, no entanto, no presente estudo com
controle de temperatura a 1+1<C, este comportamento néo foi observado.

Os resultados relativos a producdo de amoénia foram semelhantes nos dois
tratamentos, com negatividade até 47 horas e positividade a partir de 97 horas de

estocagem, quando enzimas autoliticas e microbianas apresentam maior atuacéo
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sobre a matriz com consequente desaminacdo de aminoacidos e producdo de
amonia (PIVARNIK et al., 2011).

Quanto a presenca de gas sulfidrico, no grupo T1 observou-se positividade a
partir de 89 horas e no grupo T2 a partir de 79 horas de estocagem. A degradacao
de compostos sulfurados ocorre principalmente por ag¢do de bactérias com
caracteristicas psicrotréficas (GRAM e HUSS, 1996), sendo possivel sugerir que a
presenca de gas sulfidrico se tornou mais evidente a medida que as bactérias
psicrotréficas se desenvolveram e atuaram sobre a matriz alimentar. Entretanto,
Lanzarin et al. (2011) descreveram em filé de pintado, negatividade para H,S até o
31° dia de estocagem, com parametros bacterioldgicos e sensoriais compativeis com
perda de qualidade, inferindo que este parametro ndo deve ser utilizado
isoladamente para avaliar validade comercial de pescado.

A avaliacdo da producdo de aminas biogénicas € de grande importancia nao
s6 pelo aspecto de toxicidade, mas como indicador do grau de frescor relacionado
com as condi¢cbes sanitarias durante o processamento (GALGANO et al., 2009).
Durante o periodo de estocagem foi avaliada, nos dois tratamentos propostos, a
identificacdo e quantificagdo das aminas biogénicas tiramina, agmatina, cadaverina,
triptamina, histamina e espermina por cromatografia liquida de alta eficiéncia (figura
14).
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Figura 14. Cromatograma referente ao padrdo das aminas biogénicas tiramina, agmatina,

cadaverina, triptamina, histamina e espermina.

A partir das figuras 16, 17 e 18 observa-se o comportamento das aminas
biogénicas que demonstraram maior relevancia no presente estudo. A concentracao
minima de agmatina no T1 foi 5,7 mg kg™ e, maxima, de 23,2 mg kg™. Os valores
observados para T2 variaram de 11,9 mg kg™ a de 21,7 mg kg™. Para histamina o
valor mais baixo no T1 foi 0,02 mg kg™ e, 0 maximo em 6 dias de estocagem, de
0,14 mg kg’ e, no T2 a variacdo foi de 0,0007 a 0,089 mg kg™. Com relacdo a
triptamina, os valores iniciais no T1 e o T2 foram de 0,0028 mg kg™, sendo a
concentracdo final em T1 de 0,0031 mg kg' e em T2 de 0,0030 mg kg™.

O T1 ndo demonstrou diferenca significativa entre P1 e P2 para as
concentracfes de agmatina, mas o P3 apresentou-se diferente estatisticamente (p<
0,0001) quando comparado aos periodos anteriores. O grupo T2 apresentou
diferenca significativa entre P1 e P2 (p<0,0001), no entanto o P3 apresentou-se
semelhante ao P2. Entre os tipos de tratamentos utilizados, os periodos P1 e P2
apresentaram-se diferentes estatisticamente (p<0,0001), entretanto o P3 apresentou
semelhanca estatistica nos dois tratamentos.

A partir dos resultados pode-se inferir que a agmatina demonstrou ser um

bom pardmetro para o indice de qualidade nas condicbes deste estudo
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considerando seu aumento gradativo durante o periodo de estocagem. Além disso, a
analise obtida através de P3 entre os periodos antecedentes esta de acordo com o0s
parametros de bactérias mesofilas, uma vez que a contagem de mesofilos atingiu a

fase estacionaria no periodo de 150 horas, independente do tratamento utilizado.
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Figura 15. Concentracdo de agmatina em amostras de camarao da Malasia (M. rosenbergii),
em embalagem permeavel (T1) e impermeavel (T2) ao O, armazenados sob refrigeracdo
(1+1<C) por 150 horas. O simbolo “#" indica diferen ¢a significativa no mesmo tratamento em

diferentes tempos. O simbolo “*" corresponde a diferenca significativa entre os tratamentos no
mesmo tempo.

Realizando a comparacao entre P1, P2 e P3 nos tratamentos Tl e T2,
observa-se a diferenca estatistica no P3 com os periodos anteriores (p<0,01). A
partir da comparacao entre T1 e T2 observa-se que nao houve diferenca significativa
entre P1 e P2, porém o P3 apresentou-se diferente estatisticamente (p<0,01).

Apesar de terem sido encontrados valores abaixo do limite maximo
estabelecido (BRASIL, 1997), os resultados referentes a histamina apresentam

relevancia considerando a potencialidade desta amina em causar intoxicagdo em
humanos.
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Figura 16. Concentracdo de histamina em amostras de camaréo da Malasia (M. rosenbergii),
em embalagem permeavel (T1) e impermeavel (T2) armazenados sob refrigeracdo (1+1<C)
por 150 horas. O simbolo “#” indica diferenca significativa no mesmo tratamento em

diferentes tempos. O simbolo “*" corresponde a diferenca significativa entre os tratamentos no
mesmo tempo.

Com relacdo aos periodos, houve diferenca significativa no P1 quando
comparado ao P2 e P3 (p<0,0001). No entanto, comparando-se os tratamentos T1 e
T2, ndo houve diferenca significativa entre eles (p<0,0001).

A triptamina apresentou crescente aumento na concentracdo principalmente
nos periodos finais de estocagem (P2 e P3), permitindo inferir que esta amina é um

indice de qualidade importante para ser avaliado nesta matriz alimentar.
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Figura 17. Concentragéo de triptamina em amostras de camarao da Malasia (M. rosenbergii),
em embalagem permeavel (T1) e impermeavel (T2) armazenados sob refrigeracdo (1+1<C)
por 150 horas. O simbolo “#” indica diferenca significativa no mesmo tratamento em

diferentes tempos. O simbolo “*" corresponde a diferenca significativa entre os tratamentos no
mesmo tempo.

A partir desses parametros é possivel observar que a concentracdo de
agmatina € consideravelmente mais elevada, seguida de histamina e posteriormente
de triptamina. Estes resultados estdo conforme o esperado, devido a estas aminas
serem, respectivamente, provenientes dos aminodcidos arginina, histidina e
triptofano, moléculas presentes em concentracdo decrescente na musculatura dos
crustaceos (OUJIFARD, 2012).

De forma geral foi observada uma tendéncia de aumento na concentracao
das aminas estudadas, independente do tratamento utilizado (T1 e T2), com
destaque para o T1 com concentracdes mais elevadas para histamina e triptamina, e
T2 com valor mais elevado de agmatina. Esta diferenca pode ser explicada pela
possivel diferenca entre a microbiota predominante em cada tratamento. Elevadas
concentragdes de aminas biogénicas como a agmatina, histamina e tiramina sao de
relevancia pelo efeito toxico e como indicador de deterioragdo associado a

inadequadas Boas Praticas de Manipulacdo (BPM) durante o processamento
(GALGANO et al., 2009).
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Na Food and Drug Administration — FDA (1996) foi estabelecido o limite de
histamina em pescado de 50 mg kg™. Confrontando este limite com o encontrado no
presente estudo (0,15 mg kg'), observou-se que o valor esteve abaixo do
preconizado pela FDA. No entanto, ndo ha limite para demais aminas biogénicas,
sendo importante ressaltar que a presenca de demais aminas bioativas na matriz
alimentar pode potencializar o efeito de toxicidade da histamina (NAYLA et al.,
2010).

Bueno-Solano et al. (2011) apresentaram a partir de estudo com subprodutos
de camardo submetidos a tratamentos térmicos, que elevadas temperaturas néo
foram capazes de inativar as moléculas de aminas biogénicas e quantificou
concentracdes de 5830 mg kg™ de tiramina e 1470 mg kg™ de histamina, sugerindo
que as BPM sao as principais medidas para se obter um produto com parametros

adequados de qualidade microbioldgica, fisico-quimica e sensorial.



5 CONCLUSOES

De acordo com o estudo desenvolvido observou-se que o M. rosenbergii
apresenta composicao centesimal que o caracteriza como alimento de elevado valor
nutricional. A aceitabilidade deste produto possui atributos préximos ao ideal e boa
intencdo de compra. Pode-se concluir ainda que a validade comercial do camarao
da Malasia armazenado sob refrigeracédo (1+1<C) foi de seis dias, sendo a contagem
de bactérias heterotroficas aerdbias mesofilas o principal parametro para determinar
a perda de qualidade. Sugere-se que o pH e BVT néo sejam utilizados de forma
isolados para avaliar a deterioracdo desta matriz alimentar. Entretanto, as aminas
biogénicas agmatina e triptamina apresentam potencial como parametro de
gualidade desta matriz ainda que outros estudos devam relacionar a microbiota
predominante com aminas especificas. Além disso, a permeabilidade da embalagem
ao O, nao interferiu de forma decisiva nos parametros bacteriolégicos e fisico-
guimicos. A partir dos resultados obtidos, sugerem-se estudos mais aprofundados
sobre esta matriz por ser um produto com potencial para expansdo nos mercados
nacional e internacional devido as qualidades nutricional e sensorial, aléem de

caracteristicas zootécnicas que ocasionam baixo impacto ambiental.
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8 ANEXO

Ficha de Avaliagdo Sensorial

Nome: Idade:

1) Quanto vocé gostou ou desgostou da amostra? De modo geral, por favor indique o
guanto vocé gostou ou desgostou, utilizando a escal a hedobnica abaixo:

Impresséo
Global

9 - Gostei extremamente (Adorei)

. . Aparéncia |Cor Aroma $abor Textura  Suculéncia
8 - Gostei muito

7 - Gostei moderadamente

6 - Gostei ligeiramente

5 - Nem gostei/Nem desgostei

4 - Desgostei ligeiramente

3 - Desgostei moderadamente

2 - Desgostei muito

1 - Desgostei extremamente (detestei)

2) Para os atributos de cor, maciez e suculéncia, utilize as respectivas escalas.

2.1 Cor — Observe a amostra e, utilizando a escala, indique o quao ideal se encontra a
COR:

()9 — extremamente mais escuro que o ideal
() 8 — muito mais escuro que o ideal

() 7 — moderadamente mais escuro que o ideal
() 6 — ligeiramente mais escuro que o ideal

( )5-ideal

() 4 - ligeiramente menos escuro que o ideal

() 3 - moderadamente menos escuro que o ideal
() 2 — muito menos escuro que o ideal

() 1- extremamente menos escuro que o ideal

2.2 Suculéncia — Prove a amostra e, utilizando a escala, indique o quéo ideal se encontra a
INTENSIDADE DA SUCULENCIA.

() 9 — extremamente mais suculento que o ideal
() 8 — muito mais suculento que o ideal

() 7 — moderadamente mais suculento que o ideal
() 6 — ligeiramente mais suculento que o ideal

( )5-ideal

() 4 - ligeiramente menos suculento que o ideal

() 3 -moderadamente menos suculento que o ideal
() 2 — muito menos suculento que o ideal

() 1 - extremamente menos suculento que o ideal



2.3 Maciez — Prove a amostra e, utilizando a escala, indique o quao ideal se encontra a
MACIEZ.

() 9 — extremamente mais macio que o ideal
() 8 — muito mais macio que o ideal

() 7 — moderadamente mais macio que o ideal
() 6 — ligeiramente mais macio

( )5—ideal

() 4 - ligeiramente menos macio que o ideal

() 3-moderadamente menos macio que o ideal
() 2 — muito menos macio que o ideal

() 1- extremamente menos macio que o ideal

3. Suponha que vocé esteja no supermercado e que esteja diante desse produto. Vocé
compraria este produto?

() certamente compraria

() possivelmente compraria

() talvez comprasse / talvez ndo comprasse
( ) possivelmente ndo compraria

() certamente ndao compraria



