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RESUMO

A populagao brasileira vem consumindo uma quantidade maior de camarao
descascado porque o procedimento de remocédo da casca € demorado. Além disso,
com o aumento do consumo de pratos crus da comida japonesa utilizando esse tipo
de camardo, h& necessidade de adotar medidas que garantam sua qualidade porque
ele facilmente sofre alteracdes bacterioldgicas e fisico-quimicas. O principal ponto
critico de controle desse tipo de camardo é o descasque por promover o
extravasamento do contetdo intestinal e contaminacdo bacteriana da porcéo
muscular. O objetivo desse trabalho de pesquisa foi avaliar a qualidade
bacteriol6gica e fisico-quimica de 60 amostras de camarfes crus, descascados e
resfriados de diversas espécies oferecidos aos consumidores em um mercado de
peixe do Municipio de Niter6i. Os resultados para andlises de 60 amostras de
camardo cru, descascado, resfriado foram 43,3% de Bactérias Staphylococcus
Coagulase Positiva; 70% de deteccdo de Bactérias do género Salmonella spp.;
100% de positividade na Contagem Total de Enterobactérias; 73,4% das amostras
fora da temperatura ideal; 65% acima do limite preconizado de Bases Volateis Totais
(BVT); 83,3% com pH acima do ideal; na Avaliacdo da Producdo de Histamina,
Cadaverina e Putrescina pelo Método da Cromatografia em Camada Delgada
(CCD), obteve-se resultados com intervalos maximos de 5-10mg/100g para
Histamina, >10 mg/100g para Cadaverina e ~5 mg/100g Putrescina; 100% das
andlises de Substancias Reativas ao Acido 2-Tiobarbitirico com valores até 3,0 mg
de malonaldeido/Kg e na Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), intervalo
de 2,06 a 18,49 mg de histamina/100g. H& necessidade de um maior controle e
monitorizacdo da temperatura do camaréo descascado resfriado desde sua captura
até o momento de comercializacdo, para que essa matéria prima apresente boa
qualidade e néo represente perigo de infecgao/intoxicacdo ao consumidor. De modo
geral, a qualidade do camarao disponivel ao consumo apresentou-se insatisfatoria,
em funcdo do percentual de amostras que mostraram ndo conformidade com os
padrbes oficiais para alguns parametros e pela presencga de ran¢o e histamina, que
além de sugerirem perda de qualidade do produto, podem comprometer a saude do
consumidor.

Palavras-chave: camardo descascado, bactérias, histamina.



ABSTRACT

Brazilian population is consuming a larger amount of peeled shrimp because
the procedure of removal of the shell is time-consuming. Moreover, with increased
consumption of raw dishes of Japanese food using this kind of shrimp, there is need
to adopt measures to ensure their quality because it easily undergoes changes
bacteriological and physical-chemical properties. The main critical control point of this
kind of shelling the shrimp is to promote the leakage of intestinal contents and
bacterial contamination of the muscular portion. The main goal of this research was
to evaluate the bacteriological quality and physical chemistry of 60 samples of raw
shrimp, peeled and cooled several species offered to consumers in a fish market in
the city of Niterdi. The results for the analysis of 60 samples of raw shrimp, peeled,
cooled, 43.3% of bacteria were Staphylococcus Coagulase Positive and 70%
detection of bacteria of the genus Salmonella spp. 100% positivity in the total count
of Enterobacteria; 73.4 % of the samples outside the ideal temperature, 65% above
the recommended limit of Total Volatile Bases (TVB), 83.3% with a pH above the
ideal in the Assessment of Production of Histamine, Putrescine and Cadaverine by
Method of Thin Layer Chromatography (TLC), we obtained results with maximum
intervals of 5-10mg/100g to Histamine,> 10 mg/100 g for ~ 5 mg/100g Cadaverine
and Putrescine, 100% of the analysis of Thiobarbituric Acid Reactive Substances
values up to 3.0 mg malonaldehyde / kg and High Performance Liquid
Chromatography (HPLC), range from 2.06 to 18.49 mg histamina/100g. There is a
need for greater control and monitoring the temperature of the peeled shrimp cold
since his arrest until the time of marketing, raw material for this present good quality
and no risk of infection / intoxication to the consumer. Overall, the quality of shrimp
available to the consumer had to be unsatisfactory, based on the percentage of
samples that showed non-compliance with official standards for some parameters
and the presence of histamine and rancidity, and suggest that loss of product quality
may compromise the consumer’s health.

Keywords: peeled shrimp, bacteria, histamine.



1 INTRODUCAO

Enguanto a demanda de produtos oriundos da pesca vem aumentando em
todo o mundo, em funcdo da conscientizacdo por parte dos consumidores e dos
beneficios nutricionais do pescado, a disponibilidade de produtos seguros, sob o
aspecto de conservacdo, ndo acompanha tal crescimento, sendo necessaria a
implementacdo de praticas de conservacdo aliadas a fatores que garantam a
estabilidade do produto.

O camarédo € um alimento que pode ser consumido in natura, desta forma, o
risco de contaminacgao por parte do consumidor aumenta muito quando comparado a
géneros alimenticios que foram submetidos a algum tipo de tratamento anterior ao
consumo.

Os camardes descascados comercializado no Estado do Rio de Janeiro séo
o Litopenaeus vannamei (camardo cinza), o Xiphopenaeus kroyeri (camaréo sete-
barbas). Este camarao é nativo do Pacifico leste, trazido para o Brasil em 1981 para
fins comerciais (TAVARES; MENDONCA, 2004). O Litopenaeus vannamei,
conhecido como camardo-vanamei ou camardo-cinza, corresponde a 95% da
producdo brasileira de camarfes marinhos, sendo cultivado em varios estados do
nordeste (Piaui, Maranhdo, Ceara, Rio Grande do Norte, Pernambuco, Paraiba,
Alagoas, Sergipe e Bahia), do norte (Pard), do sudeste (Rio de Janeiro e Sdo Paulo)
e sul (Parand e Santa Catarina). Esta espécie é sensivel a diversas doencas de
origem viral, constituindo um sério risco de contaminacdo as espécies nativas
(CASSAROLA et al., 2004).

Como o0s outros produtos pesqueiros, 0 camardo € um produto altamente

susceptivel a deterioracdo, fator agravado pela possibilidade de oxidacdo de certas
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substancias do tipo amino-fenol, frequentemente atribuidas ao desdobramento de
proteinas pela acdo bacteriana.

Os padrdes de qualidade e higiene atuais exigem que os alimentos, além de
serem nutritivos e atraentes, sejam também saudaveis, isentos de agentes
infecciosos e de substancias toxicas produzidas pelo crescimento de bactérias e
fungos.

O objetivo do presente estudo foi avaliar a qualidade bacteriolégica e fisico-
quimica dos camardes crus, descascados e resfriados comercializados em um

mercado de peixe do Municipio de Niteroi.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 PERFIL DA CARCINICULTURA NO BRASIL E NO MUNDO

Segundo a “Food and Agriculture Organization” (FAO, 2006), no ano de 2005,
a producdo mundial de camardo chegou a 6 milhdes de toneladas, sendo que a
captura, proveniente do extrativismo, foi de aproximadamente 3,42 milhGes de
toneladas. Em 2005, o Brasil foi o 6° exportador mundial deste crustaceo e, de 2003
a 2006, representou cerca de 52,5% do total das exportacdes de pescado (RIECHE;
MORAES, 2006). Entre 2005 e 2007, a producéo ficou na média de 65 mil toneladas
e, a partir de 2008, quando chegou a 70 mil toneladas e a um faturamento de R$
300 milhdes, ensaiou uma recuperacéo que pode ser alavancada pelas exportagoes,
especialmente para a Europa (ABCC, 2010).

No ano de 2008, exportou-se 30% da producdo, mas em 2009 as vendas
externas levaram 50% do que foi produzido (RAMOS, 2009).

A producdo mundial de camardes cultivados e capturados, em 2008, foi da
ordem de 6,519 milhdes de toneladas, das quais 52,13% vieram dos cultivos (FAO,
2010). A producédo extrativa mundial de camaréo atingiu o seu limite sustentavel, s6
podendo entdo a crescente demanda mundial por esse produto ser suprida através
da producéo oriunda do cultivo (FAO, 2009). A carcinicultura sofreu um incremento
meédio anual de 13,18% ao ano entre 1998 e 2008, enquanto que a producao
extrativa desse produto cresceu apenas 1,57% ao ano no mesmo periodo segundo a
Associacao Brasileira de Criadores de Camarao (ABCC, 2010).

No Brasil, o desenvolvimento da carcinicultura se deu a partir da introducéo
do L. vannamei de acordo com dados da Associacdo Brasileira de Criadores de

Camarao (ABCC, 2004). Essa espécie tem como caracteristica a adaptacao as mais
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variadas condicdes de cultivo, suportando aguas hiper e oligohalinas, como também
grandes variacdes de temperatura (BARBIERI; OSTRENSKY, 2002).

A carcinicultura se encontra em um momento de aprimoramento através de
propostas de Redes Tematicas para o desenvolvimento de projetos de pesquisa
cientifica, tecnoldgica e inovacdo nesse setor. As Redes englobam o melhoramento
genético; o manejo de cultivo; a qualidade da agua, do sedimento, do solo e do
tratamento de efluentes; itens de sanidade; estudos nutricionais; valor agregado e
Gestao de Pesquisa e Estruturacdo (FERNANDES, 2010).

2.2 CARACTERISTICAS GERAIS DO CAMARAO

O camardo marinho L. vannamei, esta naturalmente distribuido ao longo da
costa leste do Oceano Pacifico, desde o sul do México até o norte da Colédmbia
(LUVESUTO et al., 2007), € uma espécie de peneideo que se tornou bem conhecida
e aceita no mercado internacional por sua importancia para a aquicultura e pela
excelente qualidade de sua carne (BARBIERI; OSTRENSKY, 2002).

O camarao é um produto altamente perecivel devido ao seu elevado teor de
proteinas, compostos nitrogenados nao protéicos, aminoacidos livres e elevada
atividade de agua. Por ser rico em proteinas, é susceptivel a acao autolitica das
enzimas proteoliticas musculares e/ou a deterioracdo microbiana (BRAGA et al.,
2000; SIQUEIRA, 2001). As enzimas proteoliticas presentes no suco gastrico e nos
tecidos do camardo provocam a decomposicao, propiciando a disseminacdo de
microrganismos endogenos (BRANDAO, 2007). Além da microbiota normal, os
microrganismos contaminantes podem ser incorporados durante a captura e,
principalmente, na sua manipulacdo (BRAGA et al., 2000; JAY, 2005a).

A composicdo centesimal média dos camardes se aproxima a de qualquer
pescado: 78-84% de agua e 18-20% de proteinas de acordo com espécie, estado
sexual, muda, entre outros fatores, mas sempre com um baixo contetdo de gordura
(em média 2%). Como a analise centesimal isoladamente ndo explica sua téo facil
deterioracéo, esta pode ser justificada pelos componentes minoritarios, como Oxido
de Trimetilamina (OTMA) que é degradado a trimetilamina (TMA), dimetilamina
(DMA) e formaldeido, aminoéacidos livres, glicose, ribose, mono, di e trifosfato de

adenosina associados a uma larga série de nucleotideos, que contibuem para seu
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excelente sabor mas, que ao mesmo tempo, € o substrato ideal para o crescimento
microbiano (MARCOS; MAQUEDA, 2003; YAMAGATA; LOW, 1995).

Pedrosa e Cozzolino (2001) encontraram valores para a CcoOmpoSicao
centesimal do camardo cru (Natal-RN) com obtencdo dos seguintes resultados:
umidade (88,34 g%); proteinas (10,62+0,09 g%); lipideos (0,36+0,03 g%); cinzas
(1,05+0,01 g%), calorias (45,72 Kcal), zinco (0,46+0,00 mg%); ferro (1,16+0,15
mg%) e cobre (0,19+0,001 mg%) (PEDROSA; COZZOLINO, 2001).

2.3 QUALIDADE E DETERIORACAO DO PESCADO RESFRIADO

Ap6s a captura do pescado, varios eventos bioquimicos ocorrem até o
aparecimento dos primeiros sinais de deterioracdo, podendo ser classificados como
metabdlicos e microbianos. Os eventos bioquimicos metabdélicos ocorrem devido a
atividade de enzimas que permanecem viaveis, mesmo apés a morte do animal. Um
dos primeiros produtos a ser formado a partir das alteracdes enziméticas é o acido
latico, que é proveniente da conversao do glicogénio armazenado na musculatura do
camardo. Seu acumulo no organismo faz com que haja a queda do pH, com
liberacdo e ativacdo de proteases e catepsinas, resultando em proteélise com
liberacdo de aminoacidos livres que poderdo ser utilizados pelas bactérias. A
degradacdo microbiana de aminoacidos pode produzir bases volateis como amonia,
cujos niveis estdo relacionados com a quantidade de ATP inicial na musculatura,
além de produzir aminas biogénicas como histamina, cadaverina e putrescina. A
degradacdo de nucleotideos também comeca logo apds a morte do peixe e resulta
na formacgédo da hipoxantina. Simultaneamente, o OTMA e o0 &cido latico podem ser
metabolizados pela acdo bacteriana formando o TMA e o acido acético. Todas essas
substancias, formadas pela acdo microbiana, podem ser utilizadas para analises
quimicas de determinacdo da deterioracdo do produto (CONTRERAS-GUSMAN,
1994; JACOBER; RAND, 1982).

Dentre as bactérias que concorrem para o processo de deterioracdo do
pescado, podem ser citados o0s géneros Pseudomonas, Micrococcus,
Flavobacterium, Serratia e Bacillus (SALES, 1988), também podem ser encontradas
outras bactérias como os coliformes, clostrideos, Salmonella spp., Staphylococcus

aureus e vibrios, podendo os mesmos estar relacionados a matéria-prima, o
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ambiente ou, ainda, se originar do manuseio e/ou estocagem incorretas, durante o
processamento e a comercializagdo (HOFFMAN, 1999).

Um fator importante apresentado pelo pescado fresco € a sua extrema
perecibilidade, dessa forma séo susceptiveis, sobretudo, a autolise e a deterioracao
microbiana durante o processamento e armazenamento (ANIHOUVI et al., 2007).
Alimentos frescos podem ser veiculo para a transmissao de bactérias capazes de
causar doenca em humanos (ABADIAS et al., 2008).

2.3.1 Parametros Bacteriol6gicos de Qualidade

O pescado pode ser veiculador de uma gama enorme de microrganismos
patogénicos para o homem, sendo a maior parte fruto da contaminacdo ambiental. O
lancamento dos esgotos nas aguas de reservatérios, lagos, rios e no proprio mar € a
causa poluidora mais comum registrada no mundo inteiro (CONSTANTINIDO, 1994).
No caso particular da pesca maritima, a captura em aguas costeiras oferece maiores
riscos do que a realizada em alto mar (LIMA, 1997).

Outra fonte de contaminagcdo importante € o manejo do pescado, desde o
momento da captura, ainda nos barcos pesqueiros (ZICAN, 1994), até sua
destinacao final; apds passar por inUmeras fases de processamento e transporte
(CARDONHA et al., 1994).

Os fatores intrinsecos relacionados a este produto, juntamente com a falta de
condi¢cBes higiénicas que vao desde a captura até o beneficiamento, somados a
temperaturas inadequadas durante armazenamento, transporte e comercializagéo
s&o fatores que favorecem sua deterioracéo (BRANDAO, 2007; JAY, 2005a).

Os membros participantes da Comissdo do Codex Alimentarius dispdem de
uma revisdo do Cdédigo de Praticas para Produtos Pesqueiros que inclui os produtos
da aquicultura. Segundo recomendacdes destes, ha necessidade de uma atencéo
especial no controle de agentes patogénicos biolégicos, como as bactérias
(Salmonella spp., Shigella spp., Vibrio spp.) e parasitas (Clonorchis sinensis,
Opisthorchis spp), contaminantes quimicos (metais pesados, pesticidas, reagentes
quimicos industriais) e residuos de medicamentos veterinarios (antimicrobianos,
parasiticidas) (BEIRAO et al., 2000).



22

Além das perdas econémicas, o desenvolvimento microbiano podera levar a
producdo de aminas biogénicas, a exemplo, da histamina e tornar o alimento
improprio para consumo (SOCCOL, 2002).

A intoxicagdo alimentar por histamina €& conhecida como “intoxicagao
escombroide” e tem sido observada apds o consumo de pescado com altos teores
desta amina — acima de 10mg/100g (DU et al.,, 2002; EMBORG et al., 2005;
SILVEIRA, 2002; YOKOYAMA, 2007). A producdo de histamina € devida
principalmente a um processo de descarboxilacdo de histidina livre pela acdo da
enzima exogena histidina descarboxilase (LEHANE, 2000; TSAI et al., 2007). No
entanto, é essencial destacar que o processo de descarboxilacdo da histidina se
deve a atividade de varias espécies bacterianas presentes no pescado, uma vez que
esta enzima nao esta presente naturalmente nos tecidos dos mesmos (EMBORG et
al., 2005; KUNG et al., 2007; LEHANE, 2000; TSAI et al., 2007). Verifica-se, ainda,
que pescado contendo niveis expressivos de histamina nem sempre evidenciam
sinais aparentes de deterioracdo, porém seu efeito toxico pode causar sérios danos
a saude do consumidor (MORENO et al., 2003; SILVEIRA, 2002).

Deste modo, o teor de histamina é considerado um parametro ou indice de
qualidade de alimentos, pois infere nas condi¢des higiénico-sanitarias dos produtos
marinhos (DU et al., 2002; MORENO et al.,, 2003). A ingestdo de alimentos com
niveis de histamina em concentracdes acima de 10mg/100g de alimento confere
risco a saude publica (GERMANO et al., 1993; MORENO et al., 2003; SILVEIRA et
al., 2001). As propriedades psicoativas e vasoativas de algumas aminas biogénicas,
especialmente histamina, provocam efeitos toxicos e farmacoldgicos (MOURAO et
al., 2007). O processo patoldgico da intoxica¢ao por histamina caracteriza-se por um
periodo curto de incubacdo e duracdo. Os sintomas mais frequentes sao 0s
cardiovasculares, principalmente palpitacdes, urticarias, eritemas na face e regido do
pescoco, disfagia, podendo ocorrer choque anafilatico; os gastrointestinais, que
incluem dores abdominais, nduseas, vomitos, diarréia e os neurol6gicos com dores e
inchacos relacionados as urticarias e formigamento na lingua (LIMA; GLORIA, 1999;
SILVEIRA et al., 2001; SILVEIRA, 2002).

Observa-se que na maioria dos estudos referentes a ocorréncia de histamina
em camardo ha relatos de espécies de bactérias mesdfilas e psicrotroficas
(LAKSHMANAN, 2002; TSAI et al., 2005). Bactérias da familia Enterobacteriaceae

sdo as mais ativas no processo de descarboxilacdo da histidina, destacando-se as
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espécies Enterobacter spp., Morganella morganii, Proteus vulgaris, Hafnia alvei e os
géneros Klebsiella, Escherichia, Aeromonas, Vibrio, Pseudomonas e Clostridium
(EMBORG et al., 2005; MAVROMATIS; QUANTICK, 2002; SILVEIRA et al., 2001;
TSAl et al., 2005).

Dentre os microrganismos patogénicos mais importantes, destacam-se os do
género Vibrio. V. parahaemolyticus € usual na agua do mar, principalmente ao nivel
das regides costeiras e pode estar associado a processos infecciosos do pescado
(LIMA, 1997), afetando em particular as criagdes de camardo marinho (PAREDES,
1993). Em humanos, causa gastroenterite aguda caracterizada por quadro
disentérico, principalmente ap6s consumo de peixe in natura, mariscos, camardes e
ostras (LIMA, 1997). InUmeros casos, com isolamento do agente foram registrados
nas regides litoraneas do sul de Sao Paulo, Cananéia, do norte do Parana e nas
zonas de pesca da Grande Floriandpolis (GERMANO et al., 1993).

V. cholerae, de origem humana, atinge as aguas do mar, rios e lagos através
do despejo de esgotos e do ponto de vista de saude publica é de suma importancia,
pois, além de ser responsavel por verdadeiras pandemias, pode se apresentar com
mortalidade elevada, na dependéncia da populacdo acometida (DONINI et al.,
1993).

Merecem também destaque as bactérias do género Salmonella (NUNES,
1994), tanto as de origem humana, S. Typhi e S. Paratyphi, quanto as de origem
animal, bem como as Shigella spp., todas elas encontradas em aguas poluidas por
esgotos ou por excretas animais (GERMANO et al., 1993).

Como consequéncia direta da manipulagdo inadequada, sdo apontados 0s
Streptococcus spp. e Staphylococcus aureus (ADAMS et al., 1994; CARDONHA et
al., 1994; GERMANO et al., 1993), ambos de origem humana, encontrados nas
mucosas e superficie da pele e que encontram no pescado ambiente favoravel para
a sua multiplicacéo.

Os manipuladores de alimentos portadores de Staphylococcus aureus sao
importantes fontes de contaminacdo dos alimentos (HOLT et al.,, 1994). Neste
contexto, o aquecimento do alimento ap0s sua manipulacdo torna-se relevante na
prevencdo de toxinfecc¢des, contudo a toxina do S. aureus é termorresistente. Por
isso, os cuidados como a refrigeragcdo devem ser tomados apds o aguecimento,
caso contrario, 0 microrganismo podera multiplicar-se e produzir toxina (MOTTA;
BELMONT, 2000).
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Outro microrganismo importante € Proteus morganii, que integra 0,1% a 1%
de toda a flora superficial do pescado (GERMANO et al., 1993). A contaminagao por
essa bactéria pode levar a formacdo de histamina, por descarboxilacdo da
histamina. A ingestdo de pescado nestas condicbes pode resultar em intoxicacao
com sintomas nervosos dada a estimulacao vagal, a partir da ingestdo de 100mg de
histamina/100g de peixe (ADAMS et al., 1994; GERMANO et al., 1993).

Inidmeros agentes bacterianos podem, ainda, contaminar o pescado e causar
riscos a saude. Assim, cepas psicrotréficas de Bacillus cereus produzem
enterotoxina nos preparados de peixe, sobretudo em pH superior a 6,0, acarretando
surtos caracterizados por diarréia (GERMANO et al.,1993). Clostridium perfringens
tipo C pode causar enterite necrética. Clostridios sulfito redutores, Klebsyela spp.,
Citrobacter spp., Enterobacter spp., Yersinia enterocolitica, Escherichia coli,
Pseudomonas spp., Aeromonas spp., Alcaligenes spp., Flavobacterium spp.,
Enterococcus spp. e Coliformes Fecais ou Coliformes Termotolerantes podem ser
encontrados nos peixes frescos ou congelados, nos frutos do mar e nos produtos
industrializados (CARDONHA et al., 1994; GERMANO et al., 1993; NUNES, 1994).

A falta de préticas de higiene dos manipuladores de alimentos, equipamentos
e a forma de estocagem propiciam a contaminacdo dos produtos. Esta
contaminagdo pode se dar de diversas formas e resulta na deterioragdo e na
possivel inoculacdo de patdégenos nos alimentos a serem consumidos (DUARTE et
al., 2010; SHOJAEI, 2006).

Segundo FDA (2001), a histamina é formada em consequéncia do abuso do
binbmio tempo/temperatura em certas espécies de pescado, ou seja, quando o
pescado € exposto a altas temperaturas por muito tempo. As bactérias formadoras
de histamina s@o capazes de crescer e de produzir a histamina sob uma larga

escala de temperatura.

2.3.1.1 Staphylococcus Coagulase Positiva

Bactérias pertencentes a familia Staphylococaceae, Cocos Gram-positivos,
nao formadores de esporos e imoveis, Podem se apresentar isolados, em grupos de
duas, quatro ou, mais comumente, em grupos maiores em forma de “cachos de uva”,
aerobios facultativos, com maior crescimento em aerobiose (HOLT et al., 2008). S&o

mesofilicas, podendo crescer em temperaturas entre 7 e 48°C, sendo a temperatura
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Otima de 37°C. Crescem em faixa de pH entre 4,0 e 9,3, com faixa de pH 6tima entre
7,0 e 7,5. A atividade de dgua minima necesséria para seu desenvolvimento é 0,83
(WHO, 2008). Sao halotolerantes, podendo resistir a concentracdes de 10 a 20% de
NaCl presente em alimentos (FRANCO; LANDGRAF, 2008).

Produzem enterotoxinas (também produzidas por S. intermedius e S. hyicus)
em temperaturas entre 10 e 46°C, com 6timo entre 40 e 45°C, porém € minima em
pH menor que 6 e nula em atividade de agua menor que 0,86 (WHO, 2008).

O género Staphylococcus € formado por 41 espécies e 24 subespécies
(EUZEBY, 2009). Entre as bactérias desse género, S. aureus é a mais relacionada a
casos e a surtos de intoxicagdo alimentar em razao da sua capacidade de produzir
enterotoxinas (EE); vinte e duas EE ja foram descritas e 10 foram envolvidas com
intoxicacao alimentar (EEA, EEB, EEC1, EEC2, EEC3, EED, EEE, EEG, EEH e EEI)
(CENCI-GOGA et al., 2003).

Possui distribuicdo ubiquitario, ou seja, estd em toda a parte: ar, poeira,
esgoto, agua, leite, alimentos, superficies expostas ao ambiente, pele e mucosas
dos seres humanos e o0s animais; 0s Ultimos o0s principais reservatorios
(FORSYTHE, 2002). Na 4gua do mar, a estabilidade do género e a habilidade de
adaptacao a diferentes ambientes ainda ndo se encontram bem definidos (VIEIRA,
2004).

Staphylococcus spp. ndo sao bons competidores com outras bactérias, assim,
raramente causam doenca alimentar apds ingestao de produtos crus. O organismo é
inativado rapidamente pelo calor, mas é resistente a secagem e tolerante a altas
concentracdes de sal (FORSYTHE, 2002).

S. aureus crescem em meios sem sal, porém sdo capazes de se multiplicar
em concentracfes de 7 a 10% de NaCl e algumas linhagens podem crescer até 20%
de NaCl, dependendo de outros parametros como temperatura, pH, atividade de
agua (Aa) e potencial de oxi-reducdo (O/R). Em relacdo ao pH, o S. aureus pode se
multiplicar na faixa entre 4,0 e 9,8 sendo 6tima entre 6,0 e 7,0 (JAY, 2005b).

Apresenta resisténcia ao estresse ambiental, fator que potencializa sua
patogenicidade e possibilita sua sobrevivéncia em alimentos de origem marinha
(BEIRAO et al., 2000).

Staphylococcus spp. é dividido em dois grupos de acordo com sua
capacidade de produzir uma enzima denominada coagulase; o primeiro grupo €

capaz de coagular tanto o plasma de sangue humano como o de coelho, bem como
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o plasma de outras espécies animais, embora em graus variados, mesmo nha
presenca de anticoagulantes, tratando-se de Staphylococcus coagulase positiva,;
esta propriedade é importante marcador de patogenicidade. O segundo grupo, esta
0 Staphylococcus coagulase negativa, que ndo coagula o plasma. Trata-se de uma
espécie comensal da pele e responsavel por infec¢des hospitalares (VIEIRA, 2004).

A gastroenterite estafilococica é causada pela ingestdo de alimentos que
contenham enterotoxinas € provocada apenas por algumas espécies de
estafilococos que geralmente sdo coagulase e termonuclease positivos (JAY,
2005b).

A intoxicacdo alimentar estafiloccica € uma das intoxicacdes alimentares
mais frequentes. E decorrente da ingestdo de enterotoxinas pré-formadas no
alimento contaminado pela bactéria. O alimento contaminado sem refrigeracéao
adequada propicia o crescimento microbiano com producgéo de toxinas (TRABULSI;
ALTERTHUM, 2008). Os sintomas consistem em nauseas, vomitos, diarréias, dores
abdominais, dor de cabeca, sudorese, prostracdo e sede e aparecem geralmente
dentro de quatro horas apés a ingestdo do alimento contaminado (JAY, 2005b;
RIEDEL, 1992; TRABULSI; ALTERTHUM, 2008). O vomito geralmente vem antes da
diarréia (VIEIRA, 2004). O quadro clinico normalmente € de curta duracdo (média de
24h), podendo se estender por até trés dias, quando o periodo de incubacgéo é curto.
O restabelecimento é rapido (um a cinco dias), em geral, e a mortalidade é baixa
(RIEDEL, 1992).

Podem ser destruidos pelo calor, porém sua toxina enterotoxica é
termorresistente (RIEDEL, 1992). Uma dose de toxina menor que 1,0ug/Kg (300 a
500ng) em alimentos contaminados produzira sintomas de toxinose por
estafilococos. Esta quantidade de toxina é produzida quando a contagem de células
estd acima de 10° por grama de alimento (BALABAN, RASOOLY, 2000;
FORSYTHE, 2002).

Os fatores mais frequentemente associados a surtos por ingestao de alimento
contaminado por enterotoxinas sao, refrigeracdo inadequada, alimento preparado
com muita antecedéncia, falhas na higiene de manipuladores infectados, cozimento
ou processamento inadequado e alimentos mantidos sob aquecimento em
temperaturas que favorecem o crescimento microbiano (JAY, 2005b).

No periodo de 1987 a 1996, a presenca de S. aureus foi relatada em 958

casos e 43 surtos ocorridos no Japao, envolvendo pescado e frutos do mar; na
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Inglaterra, de 359 surtos de intoxicacdo alimentar e casos esporadicos por S.
aureus, apenas 7% foi proveniente de pescado (VIEIRA, 2004).

Espécies de estafilococos coagulase negativas sdo capazes de produzir
enterotoxinas, mas quando produzem nuclease sdo termossensiveis. A pratica de
pesquisa de estafilococos coagulase positiva em alimentos leva a estimativas
inferiores a real prevaléncia de linhagens produtoras de enterotoxinas (JAY, 2005b).

Em Florianopolis, foram analisadas 175 amostras de pescado (60% de carne
de molusco) e em 20% foi identificada a presenca de S. aureus (AYULO et al.,
1994).

O padréao exigido pela legislacéo brasileira (BRASIL, 2001) é de, no méximo,
10% UFC/g de crustaceos in natura resfriados.

2.3.1.2 Salmonella spp.

O género Salmonella é considerado por muitos autores como um dos
patdgenos mais importantes causadores de surtos de infec¢des alimentares em todo
o mundo. Seu estudo tem grande importancia para a salde coletiva pelo fato de
causar uma enfermidade de dificil controle, em virtude de se apresentar distribuido
amplamente na natureza, possuir uma grande variedade de reservatérios, ser
extremamente patogénico para o homem e para muitas espécies animais e ter sua
disseminacéo favorecida por individuos portadores assintoméaticos (BERSOT, 2006).

Salmonella spp. € um importante patbgeno que pode ser transmitido tanto por
humanos como por animais. Pode ser encontrada em aguas marinhas altamente
poluidas e o pescado apds analise bacterioldgica, pode apresentar resultado
positivo até 30 dias ap6s a contaminacao inicial (MOLINS, 2001).

Apresenta-se como bastonetes curtos Gram-negativos ndo formadores de
esporos e sao fermentadores de glicose, produzindo acido e gas. Somente duas
espécies sdo moveis, com flagelos peritriquios. Infectam o homem e a maioria dos
animais domésticos e selvagens; quando estdo presentes em ambientes, agua
potavel e alimentos, deve-se a contaminacao por fezes de individuos portadores. No
homem causa gastroenterite e febre tiféide (FORSYTHE, 2002; JAY, 2005b;
TRABULSI; ALTERTHUM, 2008).

Bactérias pertencentes a familia Enterobacteriaceae com 0,7 a 1,5 um de

diametro e 2,0 a 5,0 um de comprimento, ndo formadoras de esporos e usualmente
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mobveis através de flagelos peritriquios, anaerobios facultativos. Geralmente,
formam colbnias com 2-4 mm de diametro (GARRITY, 2005).

Sao mesofilicas, crescendo em temperaturas de 5 a 47°C (6tima: 37°C).
Crescem em pH maior que 4,9 (Salmonella Typhi e Salmonella Paratyphi) ou maior
qgue 4,0 (outras espécies de Salmonella spp. causadoras de doencas veiculadas por
alimentos). A atividade minima de agua necesséria para o seu crescimento é de
0,95 (WHO, 2008).

O género Salmonella esta agrupado em apenas duas espécies, S. enterica e
a S. bongori que séo divididos em cinco subespécies sendo mais de 2000 sorovares
no total e a maioria classificada como S. enterica (JAY, 2005b).

Salmonelas séo bastante resistentes ao calor, a desidratacdo e se multiplicam
em baixas temperaturas (RIEDEL, 1992). A temperatura 6tima para crescimento é
de 37°C e a minima é de cerca de 5°C, como ndo formam esporos, sdo
relativamente termossensiveis podendo ser destruidas a 60°C por 15-20 min.
(FORSYTHE, 2002).

O habitat priméario da Salmonella spp. é o trato intestinal dos animais, porém
pode ser encontrada em outras partes do corpo. Como forma intestinal é excretada
nas fezes, pode ser encontrada, também, em aguas poluidas. Ao consumir agua
e/ou alimento contaminado(s), a pessoa infectada novamente elimina bactérias
pelas fezes formando um ciclo. Um animal ou pessoa pode ser portador quando
excreta frequentemente Salmonella spp. em suas fezes sem apresentar qualquer
sinal ou sintoma da doenca (JAY, 2005).

Salmonella spp. ja foi isolada de alimentos de variadas composicées. No
entanto, € mais comumente isolada de carne bovina, ovos e carne de aves,
especialmente carne de frango. As infec¢cdes humanas geralmente estdo associadas
ao consumo de carne de frango ou de ovos mal cozidos ou indevidamente
manipulados, de forma a permitir a multiplicacdo de Salmonella spp. no alimento
(CAMPOS, 2005; OPS, 2003). Em sua pesquisa, Koonse et al. (2005) relatam o
isolamento deste microrganismo em camardes de carcinicultura.

Infeccbes alimentares causadas por Salmonella spp. tém o periodo de
incubacédo longo de 12 a 72 horas por se tratar de uma infecgcéo e duracdo de 1 a 7
dias; os sintomas sao: diarréia, célicas intestinais e com certa frequéncia, febre,

nauseas e vomitos. Nauseas e vOmitos ndo sao intensos e ausentes na maioria das
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vezes. A taxa de mortalidade de salmonelose é menor que 1% (FORSYTHE, 2002;
RIEDEL, 1992).

A manipulacao inadequada do alimento pronto para o consumo pode permitir
a multiplicacdo de Salmonella spp. em niveis passiveis de ocasionar surtos de
infeccdo alimentar (GAST, 2003), os quais podem advir ainda do contato do produto
pronto com alimento cru ou por meio do consumo da carne ou alimento mal cozidos,
da manutencéo do alimento por muitas horas fora de refrigeracdo e do aquecimento
inadequado antes de servi-lo (OPS, 2003). A questdo da refrigeracao ja tinha sido
descrita por Mesquita et al. (1997) que observaram a contaminagdo com bactérias
potencialmente patogénicas como Salmonella spp. e Staphylococcus spp. devido a
procedimentos insatisfatorios de armazenamento.

Dados epidemiolégicos da Secretaria de Vigilancia em Saude, do Ministério
da Saude (BRASIL, 2008), sobre surtos ocorridos no Brasil entre 1999 e 2008,
mostram que ocorreram 6.062 surtos de doencas transmitidas pela ingestdo de
alimentos, com 117.330 doentes e 64 mortes. A maioria dos surtos registrados foi
causada por Salmonella spp. e os Estados com maior ocorréncia de surtos foram o
Rio Grande do Sul, S&do Paulo e Parana. No entanto, os niumeros néo traduzem a
real situacdo em todas as Unidades Federativas, pois as notificacdes se concentram
nos Estados onde a Vigilancia Epidemioldgica das DTAs estd melhor implantada, ou
seja, nos Estados do Sul e Sudeste (BRASIL, 2008).

Os sintomas da Salmonelose no homem séo inespecificos e surgem em 12 a
14 horas apo0s a ingestdo do alimento contaminado e geralmente s@o caracterizados
por nauseas, vomitos, dores abdominais, cefaléia, calafrios e diarréia. Os sintomas
podem ser acompanhados por fraqueza, fadiga muscular e febre. A taxa de
mortalidade, em média, € de 4,1%, sendo de 5,8 durante o primeiro ano de vida e
15% em pessoas acima de 50 anos (JAY, 2005b). A Salmonelose geralmente tem
cura espontanea e a recuperacado clinica se da em até quatro dias, no entanto, o
individuo portador convalescente pode eliminar a bactéria por semanas ou até por
alguns meses (OPS, 2003).

Pacientes imunocomprometidos, idosos e criangas podem apresentar
complicagbes graves da doenca. Tavechio et al. (1996) avaliaram isolamentos de S.
Enteritidis realizados entre 1991 e 1995 de infec¢gbes humanas e amostras néo
humanas e verificaram um aumento significativo no ano de 1993 relacionado, entre

outras coisas, a hemoculturas de pacientes com Sindrome da Imunodeficiéncia
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Adquirida (SIDA). Diante disso, afirmaram que a septicemia é uma complicacdo
comum e crescente nesses pacientes e atentaram para o desafio do tratamento da
salmonelose.

O tratamento no homem com antimicrobianos geralmente néo é indicado, pois
prolonga o periodo de eliminagdo da bactéria pelas fezes e pode determinar o
aparecimento de cepas multirresistentes. Contudo, o tratamento pode ser indicado
nos casos de salmoneloses com complicacbes sistémicas e na febre tiféide
(CAMPOS, 2005).

Os sorotipos adaptados ao ser humano séo S. Typhi e S. Paratyphi A, Be C
(CAMPOS, 2005) e causam a febre tiféide e a febre entérica, respectivamente
(SHINOHARA et al., 2008). Estima-se que ocorram 21 milhdes de casos e 200 mil
mortes por ano em decorréncia de febre tifdide em todo o mundo (CDC, 2005). A
ocorréncia desta doenca se deve principalmente a situacdes precarias de
saneamento, higiene pessoal e ambiental, por isso, a febre tiféide praticamente
inexiste em paises onde estes problemas foram superados (BRASIL, 2005).
Segundo a Secretaria de Vigilancia em Saude, no Brasil (BRASIL, 2005), a doenca
ocorre sob a forma endémica, especialmente nas regides Norte e Nordeste, devido
as condicbes de vida de grande parte da populacdo, mas tende a haver uma
reducdo no nimero de casos. No entanto, a sub notificacdo prejudica a veracidade
dos dados epidemiologicos, pois dentre outros motivos, muitos casos nao Ssao
diagnosticados e casos suspeitos ndo sdo conhecidos (SHINOHARA et al., 2008).

O padréo exigido pela legislacéo brasileira (BRASIL, 2001) é de auséncia em

25g de crustaceos in natura resfriados.

2.3.1.3 Enterobacteriaceas

Van et al. (2008) afirmam que doencas causadas por alimentos s&o
provocadas principalmente por bactérias, virus, parasitas e produtos quimicos.
Constituem uma importante causa de morbidade e mortalidade em todo o mundo.
No entanto, a infeccdo sistémica e, consequentemente a morte, pode ocorrer,
especialmente em grupos vulneraveis com imunidade diminuida, como idosos e

criancas. As bactérias sao provavelmente a causa mais comum dessas doencas.
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Sao caracteristicas dos membros da familia Enterobacteriaceae se
apresentarem em forma de bacilos Gram-negativos, em geral € de 0,3 a 1,8 um o
seu comprimento. Estes microrganismos podem ser imoveis ou moveis. Deste ultimo
sdao por meio de flagelos peritriquios. S&o anaerébios facultativos e
quimiorganotréficos, tendo tanto o metabolismo aerébico como o fermentativo. A
maioria das espécies se desenvolve bem a temperatura de 37°C, entretanto
algumas tém temperatura otima entre 25 e 30°C e sao frequentemente mais ativas
metabolicamente a estas temperaturas. Existem géneros psicrotroficos
frequentemente encontrados no solo, 4gua e trato gastrointestinal dos seres
humanos e animais (HOLT et al., 1994; ICMSF, 2000).

A definicdo individual de cada género da familia Enterobacteriaceae € quase
impossivel. Para o diagnéstico laboratorial de identificacdo em espécie desta familia,
faz-se uso de algumas baterias de provas bioquimicas para cada um dos mais de
115 nomes de espécies e subespécies ja identificadas. Se um organismo nao é
identificado com certeza, testes adicionais estdo disponiveis para diferenciar estas
espécies, subespécies ou géneros (HOLT et al., 1994).

As enterobactérias catabolizam D-glicose e outros carboidratos com producao
de &cido, muitas espécies, também com producdo de gas. Sdo oxidase negativo e
catalase positivo, exceto Shigella dysenteriae O grupo 1 e espécies de
Xenorhabdus. Sdo amplamente distribuidas podendo também ser encontradas no
solo, &agua, frutas, vegetais, animais e nos seres humanos. H4 uma grande
heterogeneidade na ecologia e hospedeiros, sendo potencialmente patogénicas para
0s seres humanos, animais e insetos. Inimeras espécies causam doencas
diarréicas incluindo febre tifoide e disenteria bacilar. Muitas espécies que nado estao
associadas com doencas diarréicas sdo frequentemente referenciadas como
patbgenos oportunistas. Muitas dessas espécies, assim como as que causam
doencas diarréicas, podem causar uma variedade de infeccdes extraintestinais
incluindo bacteremia, meningite, feridas e infecgbes do trato respiratério e urinario.
As enterobactérias sdo responsaveis por 50% de infecgbes nosocomiais, mais
frequentemente causadas por Escherichia coli, Klebsiella, Enterobacter, Proteus,
Providencia e Serratia (HOLT et al., 1994).

Escherichia coli biotipo | é a mais predominante enterobactéria encontrada
(COX; MERCURI, 1978; NG; STILES, 1978).
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A fonte de enterobactérias frequentemente esta associada com a
manipulacdo e superficies de trabalho. Um total de 2.343 cepas de
Enterobacteriaceas foram isoladas e identificadas em amostras de carne e
superficies de trabalho com facilidade. E. coli biotipo | e Serratia liquefaciens foram
isoladas de todos os estagios de manipulacdo da carne, indicando que podem estar
presentes na carne e em toda parte do sistema de manipulacdo. Enterobacter
agglomerans e S. liquefaciens foram as enterobactérias predominantes. Klebsiella
pneumoniae também foi isolada com frequéncia (STILES; NG, 1981).

Microrganismos deteriorantes da familia Enterobacteriaceae podem se
multiplicar em proporgdes significativas quando estocados em temperaturas maiores
que 10°C (PENNEY et al., 1993).

Certas espécies de enterobactérias psicrotréficas comumente ocorrem nha
matéria prima refrigerada. Esses microrganismos, sdo capazes de se multiplicar
aerobicamente no tecido adiposo e tecido muscular com pH maior que 6,0 (DAINTY;
MACKEY, 1992; GRAU, 1981).

Seu desenvolvimento é favorecido em temperaturas maiores ou igual a 4°C
(BLICKSTAD; MOLIN, 1983).

Em temperaturas acima de 5° C, enterobactérias geralmente predominam
sobre Pseudomonas spp. e sdo responsaveis pela deterioracdo. Os principais
géneros da familia Enterobacteriaceae apontados como deteriorantes de carne e
produtos carneos sao Citrobacter, Enterobacter, Hafnia, Klebsiella, Kluyvera,
Proteus, Providencia, Serratia, Escherichia e Yersinia (BRENNER, 1992).

A presenca de enterobactérias € frequentemente usada como indicador para
possivel contaminacdo fecal decorrente de inadequado processamento ou
contaminacgéo pos-processamento (TORNADIJO et al., 2001).

Muitos microrganismos desta familia sdo de importancia para a saude publica.
Dentre esses, destacam-se o0s tipicamente enteropatogénicos ao homem
(Salmonella e Shigella) e outros que apresentam apenas alguns sorotipos
enteropatogénicos como € o caso do género Escherichia, Edwardsiella, Klebsiella,
Proteus e Yersinia (HOLT et al.,1994).
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2.3.1.3.1 Principais géneros da familia Enterobacteriaceae

Citrobacter spp.

Ocorrem nas fezes de humanos e animais, provavelmente como habitantes
anormais Frequentemente isolado de espécimes clinicas como patdégenos
oportunistas. Citrobacter diversus pode causar meningite neonatal. Também

encontrado no solo, agua, esgoto e alimentos (HOLT et al.,1994).

Edwardsiella spp.

Sao0 bastonetes pequenos, medindo em média 1um de didmetro x 2-6 ym e
sdo Gram-negativos. Geralmente sdo moveis por flagelos peritriquios (E. ictaluri €
movel a 25°C, mas ndo a 37°C). Apresentam temperatura 6tima de crescimento de
37°C, exceto E. ictaluri que tem preferéncia por temperaturas mais baixas. Ocorrem
mais frequentemente no intestino de animais de sangue frio como peixes e répteis e
no ambiente destes, particularmente em aguas doces, mas também ocorre em
animais de sangue quente e seres humanos. Patogénico para enguias, bagre e
outros animais, raramente é patdgeno para seres humanos (HOLT et al.,1994).

Edwardsiella tarda €é considerada como bactéria emergente para

enfermidades transmitidas através de alimentos (DOYLE, 1994).

Enterobacter spp.

Sao espécies amplamente distribuidas na natureza, ocorrendo em agua doce,
solo, esgoto, plantas, vegetais, animais e fezes de seres humanos. Varias espécies,
mais notavelmente E. cloacae, Cronobacter sakazakii, E. aerogenes, E.
agglomerans e E. gergoviae sao patdgenos oportunistas de queimaduras e feridas,
causam também infec¢cbes do trato urinario e ocasionalmente septicemias e
meningite (HOLT et al.,1994).

Escherichia spp.

Sé&o bacilos Gram-negativos, apresentam de 1,1 a 1,5 pym x 2,0 a 6,0 ym

podendo ocorrer em formas isoladas ou aos pares. Muitas cepas possuem capsulas
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ou microcapsulas. Geralmente sdo moveis por flagelos peritriquios ou entdo, séo
imoveis. Sao anaerdbicos facultativos. Ocorrem na microbiota normal de animais de
sangue quente, e no caso de E. blattae, no intestino de baratas (HOLT et al.,1994).

As estirpes de Escherichia coli que produzem enterotoxinas e outros fatores
de viruléncia, incluindo as invasivas e fatores de colonizagdo, causam doengas
diarréicas. E. coli € também a maior causa de infec¢cdes urinarias e nosocomiais
incluindo septicemia e meningite. Outras espécies, exceto E. blattae, sdo raramente
identificadas como patdgenos oportunistas, usualmente associados com infeccdes
de feridas (HOLT et al.,1994).

Hafnia spp.

Ocorrem nas fezes de humanos e animais incluindo péssaros, agua de
esgoto, solo, 4gua e produtos de origem animal (FARMER, 2003). S&o patégenos
oportunistas para o homem, usualmente no sangue, urina ou feridas infeccionadas
em pacientes com estado de salude debilitado ou imunodeprimidos (HOLT et al.,
1994; JANDA; ABBOTT, 2006).

Klebsiella spp.

Ocorrem nas fezes de seres humanos e espécimes clinicas, solo, agua,
graos, frutas e vegetais. K. pneumoniae, K. oxytoca e ocasionalmente outras
espécies sao patdgenos oportunistas que podem causar bacteremia, pneumonia,
infec¢des do trato urinario e outras infeccdes ao homem. Frequentemente causam
infeccdes nosocomiais urologicas, neonatais, em pacientes geriatricos ou em
tratamento intensivo (HOLT et al.,1994).

Proteus spp.

Ocorrem no intestino dos seres humanos e em um grande numero de
animais, em dejetos, solo e aguas poluidas. Ha relatos do isolamento de P.
myxofaciens em larvas de insetos. Patdgenos de humanos causam infeccfes no
trato urinério, invasfes secundarias, lesbes septicémicas, frequentemente em

gueimaduras de pacientes (HOLT et al., 1994).
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Providencia spp.

Isolados de casos de diarréias em seres humanos, infeccdes do trato urinario,
feridas, queimaduras e bacteremias e também foram isolados de pinguins. S&o
patogénicos para os seres humanos (HOLT et al., 1994).

Salmonella spp.

As espécies de Salmonella spp. sdo agentes frequentes de surtos de
enfermidades transmitidas por alimentos. Por serem microrganismos entéricos,
podem estar presentes no intestino de animais de sangue quente e, mais raramente,
também nos de sangue frio (FRANCO; LANDGRAF, 1996).

Resistem bem as temperaturas de refrigeracdo, no entanto, o congelamento
provoca uma reducao significativa da populacdo, mas nunca a destruicdo completa
(GLEDEL, 1994; SILVA, 2000).

Em funcéo de sua capacidade de disseminagdo no meio ambiente, podem ser
isoladas de locais variados e diferentes (dguas doces superficiais, costa maritima,
carnes de animais, pescados, verduras, ovos, etc.) e, consequentemente, de
diversas matérias primas alimentares. Podem ainda ser veiculadas pelo proprio ser
humano, neste caso na condi¢ao de portador assintomatico (JAKABI et al., 1999).

Salmonelas sdo causa de febre tifoide, infec¢des entéricas, gastroenterites e
septicemias (HOLT et al.,1994).

Serratia spp.

Ocorrem em espécimes clinicas do ser humano, solo, agua, superficies de
plantas e outros ambientes, trato digestivo de ratos e insetos. S. marcescens € um
proeminente patdgeno oportunista hospitalar, causa septicemia e doencas do trato
urinario. Varias outras espécies podem estar envolvidas em bacteremias e podem
ser isoladas de escarros sem significado clinico. Causam mastite em vacas e outras

infecgcbes animais (HOLT et al., 1994).
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Shigella spp.

Patogeno intestinal do homem e de outros primatas, causa de disenteria
bacilar (HOLT et al., 1994).

Yersinia spp.

A espécie Yersinia pseudotuberculosis é patogénica para muitos animais,
causando adenite mesentérica, diarréia cronica e septicemias. Y. enterocolitica
causa infeccdes similares aos animais e ao homem. Outras espécies sdo patdogenos
oportunistas ou nao causam patologias ao homem (HOLT et al., 1994). Y.
enterocolitica tem sua importancia em alimentos por tratar-se de um microrganismo
patogénico e que tem sua presenca associada a alimentos e agua contaminados. A
capacidade deste microrganismo de multiplicacdo a temperaturas de refrigeracédo (4-
7°C) faz com que sua presenca em alimentos represente risco potencial para a
saude publica. (BHADURI et al., 1995). A manifestacdo clinica da infeccéo é distinta
nas diferentes faixas etarias, predominando a enterocolite com diarréia (MURRAY et
al., 1994). Segundo Jay (1992), os sorotipos de Y. enterocolitica que se apresentam
mais frequentemente nas infeccfes humanas séo: 0:3; O:5, 27; O:8 e O:9.

O padréao exigido pela legislagcéo brasileira (BRASIL, 2003) para a maioria das

Enterobacteriaceas € < 10 UFC/g ou mL.

2.3.2 Parametros Fisico-Quimicos de Qualidade

As reacdes post mortem podem ser classificadas de acordo com o0s
metabdlitos gerados como: modificacbes das propriedades fisicas dos musculos,
degradacdo dos carboidratos, degradagdo dos nucleotideos e modificacdes das
proteinas (CONTRERAS-GUSMAN, 1994).

O baixo teor de tecido conjuntivo em pescado e a composicao deste tecido,
pobre em elastina, tornam o musculo bastante susceptivel ao atague enziméatico
(NETTO, 1984).

Kai e Morais (1988) explicaram que, com a morte, 0s sistemas que controlam
0S processos vitais cessam, ocorrendo o chamado rigor mortis. Até o término do

rigor mortis ndo se inicia a deterioracado bacteriana, pois o pH durante a rigidez é
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menos propicio ao desenvolvimento bacteriano. Quanto mais tempo a rigidez for
prolongada, maior sera o periodo de conservacdo do pescado. O rigor mortis &
abreviado pelo esgotamento de glicogénio na captura do pescado e temperaturas
elevadas, sendo prolongado pela reducao do pH e resfriamento.

Devido a parada da oxigenacgdo apds a captura do pescado, a glicogendlise
ocorre por via anaerébica com formacdo de acido latico. Este, se presente, em
guantidade suficiente, acidifica o pH e, consequentemente, retarda a multiplicacao
microbiana. Geralmente o pH no final do rigor mortis se encontra entre 6,2 a 6,5,
porém dependendo da espécie de pescado ha uma variacdo nesses valores
(PEDROSA-MENABRITO; REGENSTEIN, 1988).

Os eventos bioquimicos que se iniciam no fim do rigor mortis culminam com a
deterioracdo do peixe, quando ndo ha aceitacdo sensorial e nem sanitaria. Na fase
do pos-rigor, 0 maior evento bioquimico € a alteragdo do teor de nitrogénio nao
proteico (particularmente dos aminoacidos livres), produzindo amdnia e outras bases
volateis totais, como trimetilamina (TMA), dimetilamina (DMA) e tracos de
monometilamina (MMA) e propilamina. A aménia formada nesta fase é oriunda da
descarboxilacdo ou desaminagédo dos aminoacidos. O primeiro caso é consequéncia
da acdo de bactérias descarboxilase positivas (presentes na pele e no trato
digestivo), que € muito intensa sob temperatura de 20°C e pH é&cido. No segundo
caso, ha acdo de bactérias anaerdbias que realizam desaminacdo de aminoacidos
livres (CONTRERAS-GUZMAN, 1994).

Segundo Oetterer (2008), o rigor mortis do pescado pode durar de 2 a 18
horas com um pico as seis horas, porém sua duracdo é variavel e depende da
espécie do pescado. O pos-rigor se instala a partir do momento em que a
actomiosina € degradada por enzimas proteoliticas, sendo que a catepsina tem alta
atividade. Ha o amolecimento da carne e, com a degradacao proteica, ha formacéo
de peptideos e aminoacidos livres. Nesta fase, h4d a acdo rapida dos
microrganismos, com formacdo de substancias nitrogenadas volateis. O estado do
peixe costuma ser critico quando as bases nitrogenadas volateis chegam a
10mg/100g.

Ao final do rigor mortis, ocorre a proteolise, ou seja, a agdo de enzimas nas
proteinas da carne, com desprendimento de metabdlitos volateis, como as bases

nitrogenadas e a amoénia, responsaveis pelo odor caracteristico desta fase. Apoés
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iniciar a autélise, a deterioracdo € rapida, pois as bactérias encontram excelente
substrato para sua multiplicacédo (OETTERER, 2008).

A decomposicdo do ATP ocorre por acdo enzimatica, com a formacdo em
cadeia dos seguintes metabdlitos: adenosina difosfato, adenosina monofosfato,
inosina monofosfato, inosina e hipoxantina. Apés a formagéo da inosina, a carne do
pescado se apresenta insipida e a formagdo da hipoxantina confere um sabor
amargo (PEDROSA-MENABRITO; REGENSTEIN, 1988).

De acordo com Pereira et al. (2001), os compostos nitrogenados formados na
deterioracdo do pescado sdo denominados bases volateis totais, como Trimetilamina
(TMA), Dimetilamina (DMA), amonia e outros.

No inicio do processo degenerativo, a base volatil mais representativa € a
amonia, originaria dos produtos da desaminacdo dos derivados do ATP.
Posteriormente, a amonia, proveniente da degradagdo de outros compostos
nitrogenados, como aminoacidos, juntamente com a trimetilamina, formada a partir
do oxido de trimetilamina (OTMA), passam a se fazer presentes (OGAWA, MAIA,
1999).

A partir do pos-rigor a aménia gerada pela acdo microbiana soma-se a
produzida anteriormente e, por isso, seus niveis aumentam significativamente apos
a primeira semana de estocagem. Entretanto, devido a maior facilidade analitica,
costuma-se determinar o nitrogénio volatil, em vez da aménia, através do teste de
quantificacdo das bases volateis totais (BVT) (CONTRERAS-GUZMAN, 1994).

Siqueira (2001) explicou que, devido ao acumulo das bases volateis no
processo final da deterioracéo, os valores de pH do musculo do pescado aumentam
de forma lenta logo apos a captura e rapidamente na fase final. Porém, mudacas de
pH devido a deterioracdo diferem marcadamente com a variedade do pescado e da
época do ano.

Segundo o RIISPOA, o pH da carne externa do pescado deve ser inferior a
6,8 e o0 pH da carne interna inferior a 6,5 (BRASIL, 1952).

Baron e Villanueva' (1972) apud Bertullo (1975) estimam que o pH do
exsudato de camardes considerados bons por uma equipe de degustadores se
encontrava entre 6,70 e 7,30; considerando aceitavel entre 7,31 e 8,00 e os que

estavam acima de 8,00 foram considerados inaceitaveis.

1 BARON, A.; VILLANUEVA, J. Estudio de un método sencillo para la determinacién de la frescura del camaron refrigerado,

por médio del pH del exsudato. Proy. Des. Pesqg. Marit. En Colombia. PNUD-FAO-INDE-REM. Bol. Inf. vol. 2, n. 1, p.17-23,
1972.
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De acordo com o RIISPOA, o maximo aceitavel de Bases Volateis Totais
(BVT) para o pescado ser considerado fresco é de 0,030g de nitrogénio por 100g de
carne (BRASIL, 1952).

2.3.2.1 Temperatura

As mudancas microbiolégicas e bioquimicas de camardes durante a
estocagem em gelo e na comercializacdo sao relatadas por muitos pesquisadores. A
temperatura € uma variavel critica para a qualidade de varios produtos, incluindo o
pescado, levando-se em conta que a estocagem do camardo em gelo normalmente
nao é feita de forma adequada, particularmente em paises em desenvolvimento
(SHAMSHAD et al., 1990).

A validade comercial serd determinada pelo nimero e espécies bacterianas
presentes, a maneira como foi manipulado desde a captura até a estocagem e a
temperatura em todas as etapas da pés-captura, que ndo é apenas a temperatura
final do produto no mercado, mas a cadeia de frio, que inclui temperatura ambiente
na captura, a demora na refrigeracao e flutuacées na temperatura de estocagem
(NICKELSON Il et al., 2001).

2.3.2.2 Formacéo das Bases Volateis Totais

O OTMA é um composto nitrogenado ndo proteico, solivel em agua, de baixo
peso molecular (HUSS, 1995) tipico de peixes marinhos e invertebrados e é
originado a partir de duas fontes principais: acumulo pela ingestéo de fitoplancton ou
biosintetizado pelos préprios animais (HUSS, 1995; VOOYS, 2002). Pode ser
reduzido a trimetilamina (TMA) através da degradacdo ndo enzimatica (CINTRA et
al.,, 1999), por acdo de enzimas bacterianas (desaminases) ou pode sofrer
decomposicao enzimética, gerando uma quantidade equimolar de dimetilamina DMA
e formaldeido (FA) (TIMM; JORGENSEN, 2002). A DMA é produzida por enzimas
autoliticas (OTMA dimetilase) durante o armazenamento dos peixes congelados e
pode ser usada como indice de deterioracdo durante o armazenamento de pescado
congelado, da mesma forma que a TMA é utilizada na alteragdo microbiana do
pescado (GALLARDO et al, 1990). Embora seja inodoro, o OTMA origina
compostos que podem alterar o odor do pescado, como a TMA, que é uma amina
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volétil e que apresenta odor forte e desagradavel, caracteristico de peixes em estado
de deterioracdo (DYER, 1945). A sua presenca em peixes em decomposicdo esti
relacionada com a reducdo bacteriana do OTMA, geralmente associada a géneros
bacterianos tipicos de ambiente marinho (como Alteromonas spp., Photobacterium
spp., Vibrio spp. e Shewanella putrefaciens) e também com bactérias da familia
Enterobacteriaceae e Aeromonas spp. (HUSS, 1995).

Acreditava-se que qualquer producdo de DMA e TMA fosse proveniente da
degradacédo do OTMA e que qualquer degradacdo do OTMA se refletia no aumento
dos niveis de DMA e/ou TMA. Porém, pesquisas sao realizadas no sentido de provar
que a degradacdo do OTMA ocorrera mais rapidamente que a formacdo de DMA
e/ou TMA caso haja uma inibicdo de enzima OTMA dimetilase pela presenca de
oxigénio (SOTELO et al., 1995).

Contreras-Guzman (1994) apresentou trés teorias para a origem do 6xido de
trimetilamina: origem exdgena — sintese de OTMA por algas marrons, verdes e
vermelhas, que ao serem ingeridas por peixes herbivoros e zooplancton acabam
passando por todos os elos da cadeia alimentar, de acordo com a quantidade
necessaria para cada espécie; origem endoégena — de acordo com a salinidade do
meio 0S peixes podem excretar 0 excesso ou sintetizar o OTMA, mesmo se
mantidos em jejum ou alimentados com dietas livres de OTMA e, origem mista: 0s
peixes possuem um mecanismo que garante nivel minimo desta substancia no
organismo, eliminando o excesso ingerido pela dieta ou sintetizando-o em periodos
de caréncia.

O OTMA constitui uma parte caracteristica e importante da fragdo nitrogenada
nao proteica nas espécies marinhas (BYSTEDT; SWENNE; AAS, 1959). Pode ser
encontrado em quantidade de 1 a 5% do tecido muscular e, dependendo da espécie
do pescado, pode apresentar variacdes em sua concentragao.

Huss (1995) relatou que crustaceos e cefalopodes podem atingir
concentracbes de OTMA maiores que 7% do peso seco de seus tecidos. Quando o
OTMA é reduzido & TMA alteracdes fisicas ocorrem, tais como reducéo do potencial
redox, aumento do pH e da condutancia elétrica.

Tradicionalmente a avaliacdo da qualidade do peixe vem se baseando em
testes sensoriais. A avaliagdo quimica da deterioracdo de pescado foi iniciada ha
aproximadamente um século quando foi comprovado, através de pesquisas, que a

determinacdo dos niveis de BVT era um método padrdo para a realizacdo da
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inspecdo de peixes e este método comecou a ser muito utilizado na Alemanha
(KONIG?, 1910 apud TIMM; JORGENSEN, 2002). Desde entdo, o método de
determinacdo de BVT tem sido amplamente empregado na avaliacdo da qualidade
dos peixes, sendo o método ndo-sensorial mais usado na avaliacdo da qualidade do
pescado fresco e congelado (HUSS, 1995; PEREIRA, 2004).

Reay e Shewan (1949) e Contreras-Guzman (1994) observaram que, além da
amonia, as bases volateis totais incluem trimetilamina, dimetilamina e,
provavelmente, tracos de monometilamina, propilamina, que se formam em etapas
mais avancadas da decomposicéo. Igualmente, Tavares et al. (1988) afirmam que o
pescado refrigerado pode ser deteriorado pela acdo enzimatica e bacteriana,
resultando na producéo de varios compostos nitrogenados, sendo mais frequentes a
trimetilamina, a dimetilamina, a aménia e acidos volateis. O teor € dado pela
determinacdo das bases volateis, que aumenta em funcdo da deterioracdo do
produto.

Dessas bases, a que geralmente tem variagdo mais significativa € a TMA,
portanto ela é a principal responsavel pela mudanca nos valores de BVT, durante a
estocagem do pescado em gelo (TAHA, 1988).

Segundo Ogawa (1999) para peixes em excelente estado de frescor, o teor de
BVT atinge 5 a 10mg/100g de carne; peixes com frescor razoavel podem atingir até
15 a 25mg/100g de carne. No inicio da putrefacdo, este teor pode ir até 30 a
40mg/100g e, quando deteriorado, tal conteiudo deve encontrar-se acima de
50mg/100g.

GUZMAN (1994) reportou que nos peixes de agua doce, as BVT variam
pouco e de maneira erratica, ndo atingindo o valor de 30mg/100g, apesar de terem
sido rejeitados sensorialmente.

O limite de aceitacdo das bases volateis totais em pescado é 30mg de N/100g
de carne (BRASIL, 1997b; SIKORSKI, 1994; TAVARES et al., 1988).

2.3.2.3 pH

O acido latico gerado a partir do glicogénio apds a morte do pescado, € a

causa principal do decréscimo do pH no musculo durante o periodo de rigor mortis

2 KONIG, J. Untersuchung von Nahrungs — Genussmittein und Gebrauchsgegensténden, Springer, Berlin, 1910.
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(SIKORSKI, 1994). De acordo com Matsumoto e Yamanaka (1990) foi observado no
estagio inicial de decomposicdo o declinio dos niveis de acido latico no pescado.

A diminuicdo do pH no musculo durante o rigor mortis tem um efeito nas
propriedades fisicas no musculo do pescado. A medida que o pH diminui, a textura
do musculo € modificada, ocorrendo sua desnaturacdo parcial e diminuindo a
capacidade de retencéo de agua (HUSS, 1999).

A acidificacdo influencia a liberacdo de fosfatos inorganicos e amoniacos,
tendo como consequéncia a degradacdo enzimatica do ATP (SIKORSKI, 1994).
Entretanto, a medida que o pH chega a neutralidade, as chances de alcancar a
alcalinidade demonstram que o musculo esta entrando em estado de decomposic¢ao
(KIETZMANN et al., 1974).

A variacdo do pH parece estar relacionada as condicbes de armazenamento e
procedimentos aos quais € submetido o camardo imediatamente apds sua captura
(FLORES; CRAWFORD, 1973).

O estabelecimento de valores de pH que correspondessem ao estado de
frescor do camaréo foi indicado por alguns autores. Bailey et al. (1956) consideraram
que em pH até 7,70 o camardo mantinha as caracteristicas de um produto “fresco”,
acima deste valor até 7,95, era considerado de méa qualidade, porém aceitavel.
Valores superiores a 7,95 tornavam desaconselhavel o consumo do camaréo.

Os resultados de pH para camaréo (Litopenaeus vannamei) inteiro variaram
de 6,54 no primeiro dia de estocagem a 7,0 no ultimo (22 dias) e, para descabecado,
de 6,75 a 7,24, podendo ser explicado por alterac6es bioquimicas que devido a acédo
de enzimas tissulares e de microrganismos, promovem a elevacdo do pH
(OLIVEIRA, 2005). Segundo Luna (1971) e Shamshad et al. (1990), pH acima de 7,2
e de 7,6, respectivamente, caracterizavam produto ndo-comestivel.

Moura et al. (2003) citaram alguns valores de pH para as diferentes espécies
de camardo encontrados na bibliografia consultada, relativos ao camarao “fresco”:
6,75 em Penaeus brasiliensis (LUNA, 1971); 7,4 em Penaeus aztecus (FLICK;
LOVELL, 1972); 7,05 em Penaeus merguiensis (SHAMSHAD et al., 1990); e 7,6 em
Pandalus jordani (FLORES; CRAWFORD, 1973). A variacdo do pH parece estar
relacionada as condicbes de armazenamento e procedimentos aos quais é
submetido o camardo imediatamente apos sua captura (FLORES; CRAWFORD,
1973).
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A medida do pH ndo deve ser utilizada individualmente como indice de
frescor, pois pode induzir a falsa avaliacdo. No entanto, seus valores geralmente
acompanham, paralelamente, analises quimicas, microbiolégicas e sensoriais
(NORT, 1988).

2.3.2.4 Avaliacdo da Producao de Histamina, Cadaverina e Putrescina pelo Método

de Cromatografia em Camada Delgada

A histamina € uma amina biogénica nao volatil com propriedades téxicas que,
se for ingerida, pode determinar reagfes alérgicas em individuos sensiveis. Esta
amina pode ser produzida no pescado a partir do aminoacido histidina através da
acdo de enzimas descarboxilases de origem bacteriana (SOARES et al., 1998),
embora também possa ser originada a partir da aminagcdo de aldeidos,
decomposicao de fosfolipidios (SILVA et al., 1998). A cadaverina € oriunda do
aminodcido lisina por descarboxilacdo (DE LAS RIVAS et al., 2006). Muitas bactérias
coliformes podem formar putrescina e cadaverina por descarboxilacdo de ornitina e
lisina respectivamente (STRATTON et al.,, 1991; PETRIDIS; STEINHART, 1996;
SHARAF et al., 1997).

A contaminacdo do pescado geralmente ocorre ap0s a captura, durante a
manipulacdo sob condi¢cdes inadequadas de higiene e conservacdo sob
temperaturas elevadas. Consequentemente ocorre acdo de enzimas bacterianas
descarboxilases que determinam a formacao de histamina. As espécies bacterianas
mais incriminadas deste processo fazem parte da familia Enterobacteriaceae. Nesta
familia destacam-se os seguintes géneros: Citrobacter spp., Enterobacter spp.,
Escherichia spp., Hafnia spp., Klebsiella spp., Morganella spp., Proteus spp.,
Salmonella spp. e Shigella spp. (ARNOLD; BROWN, 1978; HALASZ et al., 1994;
SILVA et al., 1998). As espécies representantes desta familia que apresentam maior
importancia quanto a formacgéo de histamina sdo: Morganella morganii; Hafnia alvei;
Enterobacter aerogenes e Klebsiella pneumoniae.

O RIISPOA (BRASIL, 1980) néo faz referéncia ao limite maximo de histamina
permitida no pescado nacional. Porém, o Regulamento Técnico de ldentidade e
Qualidade de Peixe Fresco (inteiro e eviscerado) (BRASIL, 1997b) estabelece o
limite maximo de 100 ppm (10mg/100g) de histamina na musculatura das espécies

pertencentes as familias Scombridae, Scomberesocidae, Clupeidae, Coriphaenidae
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e Pomatomidae. Em outros paises, limites ou niveis maximos aceitaveis desta
substancia em pescado também foram estabelecidos. Nos Estados Unidos, foi
estabelecido pela FDA (1996), para espécies susceptiveis a formacao de histamina,
o limite maximo de 5 mg de histamina/100g de produto (50 ppm) no porto e 10
mg/100g de produto (100 ppm) nos peixes em conserva. Na Legislacao Brasileira
ndo h& padrdes estabelecidos para a cadaverina e putrescina.

Desta forma, dentre os indices quimicos para avaliar a qualidade do pescado,
também se inclui a producéo de histamina (LOPEZ-SABATER et al., 1994; SOARES
et al.,, 1998). Segundo Naguib et al. (1995), outras aminas biogénicas como a
cadaverina e a tiramina, sdo consideradas potencializadoras dos efeitos da
histamina. E a putrescina, melhor indicador de decomposicdo de camardes
(BENNER et al., 2003).

Contreras-Guzman (1994) comentou que algumas espécies de pescado que
apresentam baixas concentragdes de histidina livre (como bagres, trutas de agua
doce, camarbes marinhos, peixes fermentados ou defumados) foram associadas a
intoxicacdes por histamina. Nestes casos, provavelmente a falta de higiene e de
refrigeracao correta podem ter sido a causa do problema.

De acordo com a sensibilidade de cada individuo a concentracdo de
histamina capaz de provocar uma intoxicagdo ira variar. Em individuos sensiveis,
valores entre 5 e 10 mg/100g sdo capazes de provocar efeitos toxicos (ARNOLD;
BROWN, 1978). A sintomatologia da intoxicacdo histaminica dependera de varios
fatores, sendo considerados os mais importantes: a quantidade de histamina
ingerida e a susceptibilidade individual a acdo das aminas biogénicas.

A histamina manifesta seus efeitos ligando-se a receptores na membrana
celular da pele e dos sistemas respiratorio, cardiovascular, gastrointestinal e
imunolégico (SHALABY, 1996).

Os sinais clinicos sdo mais severos em pessoas que tomam medica¢cdes que
inibbem as enzimas detoxificantes da histamina no intestino (monoaminoxidase —
MAO; diaminoxidase - DAO e N-HMT - N-metiltransferase), em imunossuprimidos e
individuos que fazem uso de drogas e alcool. Os sintomas da intoxicacao
histaminica geralmente aparecem pouco depois da ingestdo do alimento, com
duracdo de aproximadamente 24 horas (FDA, 2006). O perido de incubag&o tipico é
maior que uma hora, embora possa haver uma variacdo grande de individuo para
individuo (ARNOLD; BROWN, 1978).
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A Unica forma segura de se evitar a formacdo de histamina em pescado é
através da correta utilizacdo da cadeia de frio logo apos a captura. Assim, deve-se
manter o pescado sob temperaturas inferiores a 4°C até que este seja processado
(HUSS, 1995; MENDES et al., 2005).

Putrescina e cadaverina causam hipotensdo e bradicardia, além de
potencializar a toxicidade de outras aminas (SHALABY, 1996). Estas, e também a
tiramina, podem potencializar a acdo da histamina, pois inibem a DAO e N-HMT
aumentando sua absorcao intestinal (LEHANE; OLLEY, 2000; TAYLOR, 1990). A
combinacdo de putrescina e cadaverina foi sugerida como indice de aceitabilidade
de frescor, porque sua concentracdo aumenta antes da deterioragdo e correlaciona
bem com a carga microbiana (RUIZ-CAPILLAS; JIMENEZ-COLMENERO, 2004).

2.3.2.5 Determinacdo do Numero de Substancias Reativas ao Acido Tiobarbitdrico
(TBARS)

Os lipidios de pescado contém grande quantidade de acidos graxos
altamente insaturados, que sdo susceptiveis a oxidacdo. A reacdo € realizada por
um mecanismo de formacao de radicais livres e se caracteriza por um periodo de
inducdo, seguido por absorcdo de oxigénio, com formacdo de peroéxidos,
hidroperoxidos e compostos secundarios, 0s quais conferem alteracdo das
caracteristicas sensoriais. A velocidade da reacdo é catalisada por: luz, calor,
irradiacdo e metais pesados e pode ser retardada pela adicdo de antioxidantes, que
atuam rompendo a cadeia de radicais livres ou decompondo os peréxidos. O perigo
alimentar envolvido na ingestdo de lipidios de pescado oxidados é atribuido a
decomposicdo de peréxidos com formacdo de compostos secundarios e reacdes
que podem ocorrer no organismo humano. Em geral, o efeito nocivo dos 6éleos de
pescado oxidados reflete danos secundarios devidos a formacéo de radicais livres a
partir de decomposicdo dos peroxidos, tendo estes a capacidade de destruir as
vitaminas A e E (OGAWA; MAIA, 1999).

Ainda com relacdo a oxidacao lipidica, Huss (1997) considerou que um dos
processos de deterioracdo quimica mais importantes se contitui de alteracbes que
ocorrem na fragdo lipidica do pescado. Os processos de oxidacdo, que s&o
autocataliticos, envolvem o oxigénio e os lipidios insaturados. O primeiro passo leva

a formacdo de peroxidos, que ndo conferem nenhum sabor, mas podem levar ao
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aparecimento de coloragfes castanhas ou amarela no tecido. O peréxido produz
hidroperoxido e a degradacao de hidroperdxidos origina a formacédo de compostos
volateis, com aldeidos, cetonas, alcoois e acidos carboxilicos, que determinam um
extenso espectro de odores e sabores, por exemplo, um forte sabor de ranco.

A qualidade do alimento ndo é afetada até que os compostos volateis sejam
formados. O aldeido mais comumente citado como produto da oxidacao lipidica € o
malonaldeido, um dialdeido com trés atomos de carbono, que reagem com o 2-acido
tiobarbitlrico produzindo coloracdo vermelha medida espectrofotometricamente
(ARAUJO, 2001).

Osawa et al. (2005) ainda explicaram que a rancidez ou oxidacao de lipidios,
além de gerar produtos indesejaveis sob o ponto de vista sensorial, destréi vitaminas
lipossoluveis e acidos graxos essenciais. O teste de substancias reativas ao acido 2-
tiobarbitdrico (TBARS) quantifica, dentre outras substancias, o malonaoldeido, um
dos principais produtos de decomposicdo dos hidroperéxidos de &cidos
poliinsaturados, formado durante o processo oxidativo. Para o pescado e produtos a
base de peixe, o teste € um dos mais adequados na avaliacdo da rancidez, apesar
da reacdo ndo ser especifica e estar sujeita a acdo de interferentes.

O contetdo de TBARS é um importante indice de qualidade, indicando a
oxidacao lipidica. O produto pode ser considerado em bom estado, apresentando
valores abaixo de 3,0 mg de malonaldeido/Kg de amostra, sendo os limites de
oxidacdo lipidica para o consumo de 7-8 mg de malonaldeido/Kg no alimento
(CADUN; CAKLI; KISLA, 2005).

Uma das formas de quantificar as substancias reativas ao acido tiobarbittrico
€ através da destilacdo, onde o alimento é destilado, seguido de aquecimento para o
desenvolvimento maximo de cor e medicado espectrofotomética. Porém, a destilacao,
apesar de muito usada, resulta em valores mais altos, pois 0 aquecimento da
amostra durante seu procedimento pode induzir a oxidacdo, aumentando a
quantidade de aldeidos ou ainda acelerando a reagéo, resultando em valores mais
elevados de TBARS (OSAWA et al., 2005).

De acordo com Botsoglou et al. (1994), a aplicabilidade do método em varios
tecidos animais, alimentos e amostras de alimento também tem sido testada devido
a sua simplicidade e maior sensibilidade e especificidade; o método pode ser
preferivel a outros métodos para estimar a extensdo da peroxidacéo lipidica.

A maioria dos estudos sobre oxidacdo de pescado é voltada para espécies de
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peixes gordurosos, 0s quais sdo mais susceptiveis a rancificagdo (HUANG et al.,
1998).

Ke et al. (1984) estudaram valores de TBARS para varias espécies de
pescado e concluiram que valores inferiores a 0,57 mg de malonaldeido/Kg indicam
baixas taxas de rancidez, entre 0,65 a 1,44 como levemente rangosos e valores
superiores a 1,51 como ran¢osos e inaceitaveis.

Al-Kahtani et al. (1996) indicaram valores abaixo de 3,0 mg de
malonaldeido/Kg para pescado como limite aceitavel para consumo. Na Legislacao
Brasileira ndo ha padrdes estabelecidos para a analise de TBARS.

Moura et al. (2003) encontraram, em camardo-rosa, uma média de 1,31+0,69
mg de malonaldeido/Kg. Ja, Abreu (2006), em seu trabalho com caudas de camarao

nao irradiadas, obteve média de 0,32 mg de malonaldeido/Kg.

2.3.2.6 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

Esta é a técnica oficial para a deteccdo de histamina em pescado para a
comissdo da Unido Européia (UNIAO EUROPEIA, 2006).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia, oferece vantagem sobre as outras
técnicas por ser mais eficiente na separacdo e quantificacdo simultdnea de aminas
bioativas (BAUZA et al., 1995). Ha descricdo de diversos métodos utilizados para
analise de aminas biogénicas em materiais biolégicos, porém para uma
determinacdo rapida e precisa, em compostos nos alimentos, racdes completas e
tecidos animais, deve-se aplicar o método de cromatografia liquida de alta eficiéncia
(SHALABY, 1996).

Para a quantificacdo deve-se realizar a extracdo de aminas da matriz e fazer
a sua determinacdo em aparelho especifico. Varios solventes tém sido testados
devido a capacidade de extracao, incluindo o &cido tricloroacético, acido perclorico,
acido hidroclérico e metanol (MIETZ; KARMAS®, 1977 apud TAMIM et al., 2002).

Zhao et al. (2007), estudaram a determinacdo de aminas biogénicas em lula e
camardao branco e utilizando o método de CLAE, com derivatizacdo pos coluna e
pesquisaram sete aminas (tiramina, putrescina, cadaverina, histamina, espermidina,

agmatina e espermina). Separaram as amostras de acordo com o grau de

® MIETZ, J. L.; KARMAS, E. Chemical index of canned tuna determined by high-pressure liquid chromatography. Journal of
Food Science, v. 42, p. 155-158, 1977.
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decomposicdo, utilizando-se de testes sensoriais e classificando o material em
aceitavel, decomposicao inicial e decomposicdo avancada e as estocaram a zero e
4°C. Chegaram a conclusdo de que, embora tenham pesquisado as aminas
supracitadas, em se tratando de camardes, acharam mais adequado avaliar o grau
de cadaverina e putrescina.

Saaid et al. (2009), pesquisaram as aminas biogénicas putrescina (PUT) e
histamina (HIS), utilizando o método de CLAE em 62 itens selecionados de
alimentos comumente consumidos na Malasia e, para a amostra de camardo seco,
demonstraram através de tabela comparativa com os demais alimentos, o valor de
2,1 mg.Kg™.



3 MATERIAL E METODOS

Neste capitulo serd relacionado todo o material empregado para o
desenvolvimento da parte experimental deste estudo, assim como a metodologia

utilizada.
3.1 MATERIAL

A seguir serdo relacionados os materiais utilizados em todas as etapas do

presente experimento.
3.1.1 Equipamentos e material de uso geral

Agitador de tubos tipo Vértex — Braun Biotech International®; Autoclave —
Fabee®; Balanca analitica modelo AM 550 utilizada para a pesagem precisa de
alguns reagentes, sub-amostras; Balanca de precisdo — Mettler AE 200 para
pesagem das amostras e meios de cultura; Baldo de fundo chato de 1 e 2 L; Banho-
maria marca Incomap®; Bandeja de inox; Bastdo de vidro; Béquer de 600 mL e 1 L;
Bisturi; Bomba de vacuo; Céapsulas de porcelana; Centrifuga — Hermle® Z 360 K;
Contador de Coldnias marca Quebec Darkfield®; Cromatégrafo Shimadzu®; Cuba
cromatografica; Destilador — Quimis®; Envelopes plasticos de homogeneizac&o para
“Stomacher”; Erlenmeyer de Kitasato; Espectrofotdmetro UV — “Visible Recording
Spectrophotometer” (UV — 160 A) Shimadzu®; Espatula; Estufa marca Fanem®

regulada a 35-37 °C; Estufa marca Fanem® regulada a 105 °C; Fogdo Brastemp®
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para preparo dos meios de cultura; Freezer Brastemp®: Funil de Biichner; Grau;
Homogeneizador (Waring Blender®); Homogeneizador “Stomacher” — Seward
(modelo 80); Liquidificador Osterizer®, Maquina fotografica — Olympus® FE 120;
Microbureta de 5 uL; Microseringa de 10 pL — Terumo® UMS 10; Pinca; Pipeta
automatica DIGIPET® de 100-1000 pL; Pipetas graduadas (1; 2; 5; 10; 20 e 25 mL);
Pistilo; Placa de microdifusdo de Conway com tampa de vidro esmerilhada; Placas
de Petri esterilizadas e descartaveis; Placa de Silica gel em Poliéster — Sigma-
Aldrich®; Provetas (50 100 e 250 mL); Refrigerador Brastemp®, modelo Double
D440; Potenciémetro Schott Gerate®; Tela de amianto; Tesoura e Tubos de rosca

com tampa em baquelite.

3.1.2 Material de Consumo

Acetona P.A. — Proquimios®; Acido Acético Glacial Merk®; Acido 2-
tiobarbitirico P.A. Merk®; Acido Tricloroacético P.A. Merk®; Acido Bérico P.A.
Vetec®; Acido Cloridrico 0,01N; Acido Fosférico; Agar Baird Parker; Agar Cristal
Violeta Vermelho Neutro Bile Glicose; Agar Estoque; Agar Nutriente; Agar Verde
Brilhante; Agar Hektoen; Agar Salmonella Diferencial; Agua Oxigenada 10v; Azul de
Metileno; Alcool a 70%; Alcool Etilico P.A./A.C.S. Reagen® Algod&do hidréfilo;
Cloreto de Bério; Carbonato de Calcio; Carbonato de Potassio P.A. Merck®; Cloreto
de Sadio; Coagulo Plasma de Coelho; Caldo “Brain Heart Infusion” (BHI);
Embalagens plasticas descartaveis; Fenolftaleina; Fitas de oxidase; Gema de ovo;
Hidréxido de Aménio; Hidréxido de Sédio Merck®; Indicador misto de Tashiro;
Lamina de vidro; Ninhydrina; Papel Aluminio e Papel Filtro NS 185 mm - Walthman,
n® 5; Solucdo Salina Peptonada; Solugdo Tampao pH 4,0; Solugdo Tampé&o pH 7,0;
Soro Polivalente para Salmonella Probac do Brasil®; Telurito de Potassio e Vaselina
Solida.

3.1.3 Material Biolégico

Para esta pesquisa foram utilizadas 60 amostras de camaré&o cru (Figura 1),
descascado e resfriado de diversas espécies provenientes dos balcdes expositores
dos boxes de um Mercado de peixe do Municipio de Niteréi (RJ) durante um periodo

de trés meses (de julho a setembro) durante o ano de 2010.
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Figura 1: Camarfes crus descascados resfriados utilizados
neste estudo (ARQUIVO PESSOAL, 2010).

3.2 METODOS
3.2.1 Estratégia Experimental

Os fatores de risco foram Contagem de Bactérias Staphylococcus Coagulase
Positiva, Pesquisa de Bactérias do género Salmonella spp., Contagem Total de
Enterobacteriaceas, Temperatura, Bases Volateis Totais (BVT), pH, Producdo de
Histamina, Cadaverina e Putrescina e Nimero de Substancias Reativas ao Acido
Tiobarbitarico (TBARS).

Todo o delineamento experimental foi baseado em Thrusfield (2003) e
procedeu-se da seguinte forma: adotou-se uma prevaléncia de 5% (taxa de
ocorréncia estimada) onde 60 amostras tiveram seus fatores de risco estudados por
12 boxes, cinco amostras em cada um dos locais de aquisicdo das amostras e foram
submetidas & estatistica descritiva através de média, desvio padrdo, valores
maximos e minimos, adotando-se p<0,05 e os “softwares” utilizados foram o
INSTAT® 3.0 (MOTULSKY, 1998) e o BioEstat®5.0 (AYRES et al., 2007). A equacéo

utilizada para o calculo no numero de amostras foi n = log (1-1C)/log(1-p) onde IC é 0
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Intervalo de Confianga e o p é a Prevaléncia Estimada ou Propor¢édo Estimada do
Evento.

A primeira Analise foi a de Variancia (ANOVA), para avaliar a diferenca
significativa dos fatores de risco entre todos boxes. Os fatores de risco foram
analisados por boxes pela andlise de variancia e o erro alfa foi de 5% de
significancia.

Em seguida, foi calculada a frequéncia de Isolamento de Salmonella spp. por
box utilizando-se o Teste de Qui-Quadrado.

A presenca ou auséncia de Salmonella spp. foi analisada frente os
parametros fisico-quimicos por Regressao Logistica Simples e Risco de
Recuperacdo de Salmonella spp. por Odds Ratio, onde o Intervalo de Confianca
para todas as analises foi de 95%.

Depois foi realizada a Anélise de Regressdo Mdltipla para verificar a relacao
entre Contagem de Enterobacteriaceas frente a Temperatura, Bases Volateis Totais
(BVT), pH, Nimero de Substancias Reativas ao Acido Tiobarbitirico (TBARS).

Separadamente, também foi realizada a Analise de Regressao Mdultipla para
Staphylococcus Coagulase Positiva frente aos mesmos fatores fisico-quimicos
citados anteriormente.

E em outra instancia, Aminas Biogénicas foram analisadas por Andlise de
Regressao Multipla.

Todas as analises utilizaram um erro alfa de 5% de significancia e foram

apresentadas em forma de tabelas.

3.2.2 Obtencao das amostras, preparo e processamento das subamostras

Apos sorteio dos boxes, foram adquiridas semanalmente, cinco amostras de
500g cada - com temperatura aferida no local - de cada um dos 12 boxes,
totalizando 60 amostras, durante um periodo de trés meses (de julho a setembro).

Todas as amostras foram acondicionadas em embalagens plasticas de
polietileno e arrumadas em caixas isotérmicas (poliestireno expandido) com gelo
artificial e transportadas imediatamente até o Laboratério de Controle Microbiologico
da Faculdade de Veterinaria da Universidade Federal Fluminense, Niter6i/RJ para
afericdo do pH e inicio das analise bacteriolégicas. Apds a retirada de uma pequena

aliquota a ser utilizada nas analises bacteriologicas, o referido material foi
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novamente pesado, embalado em pequenas por¢cdes e identificado com nome da
analise, peso e método, de acordo com a necessidade de cada andlise fisico-
quimica e seguiu para o congelamento a -18°C para posteriores analises fisico-

quimicas.
3.2.3 Andlises Bacterioldgicas
3.2.3.1 Preparo das solucdes e meios de cultura

As solucbes e os meios de cultura utilizados durante as andlises foram

preparados segundo metodologia descrita por BRASIL (2003).
3.2.3.2 Cuidados higiénico-sanitérios

Antes de executar as analises propriamente ditas foram adotados alguns
cuidados higiénico-sanitarios evitando a contaminagcdo da amostra e
consequentemente mantendo as caracteristicas préprias do produto. Foi realizada a
lavagem correta das méaos (com sabonete liquido inodoro, seguido por enxague
abundante), sanificacdo da bancada utilizada na camara asséptica com &lcool a
70%, flambagem de todos os utensilios usados (como bisturi, tesoura, pinca e

bandeja de inox).
3.2.3.3 Contagem de Bactérias Staphylococcus Coagulase Positiva

Seguindo a metodologia de Brasil (2003), para a realizacdo dessa analise,
foram pesados 25 gramas de cada amostra, em sacos plasticos estéreis e
adicionado 225 mL de Solucédo Salina Peptonada (SSP) a 0,1%. As amostras foram
homogeneizadas em “stomacher” na velocidade normal por dois minutos e
realizadas duas diluicdes decimais seriadas até 10°. Na primeira foi colocado 1 mL
da amostra liquida em 9 mL de solucéo salina peptonada a 0,1% (diluicdo 107?). Para
obter a segunda diluicdo, foi transferido 1 mL da primeira para outro tubo contendo 9
mL de solugéo salina peptonada a 0,1% (diluic&o 10®).

Com o auxilio de uma pipeta automatica, foi semeada uma aliquota de 0,1 mL

das diluicdes de 10, 10% e 102 em placas contendo Agar Baird-Parker,
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devidamente identificadas com data, nome e a respectiva diluicdo recebida. Com o
auxilio de alca de Drygalski, previamente mergulhada em alcool etilico a 70% , e
flambada rapidamente na chama do bico de Bunsen, o in6culo foi espalhado
cuidadosamente por toda a superficie do meio de cultura com movimentos nos
quatro sentidos até secar toda a superficie do meio. Apds este procedimento, as
placas foram incubadas em posicéo invertida em estufa com temperatura entre 35 e
37°C por 24 horas. Apés o periodo de incubacéo, foi observada a presenca de
colénias tipicas e atipicas suspeitas de Staphylococcus Coagulase Positivo. As
colbnias tipicas eram circulares, pretas, lisas, convexas com bordas perfeitas, massa
de célula esbranquicada nas bordas, rodeadas por uma zona opaca e/ou um halo
transparente se estendendo para além da zona opaca (devido a reducédo de telurito
de potassio, presente no meio, a telureto, convexas, com 1 a 5 mm de diametro,
rodeadas por um halo claro de 2 a 5 mm (devido a acdo de enzimas lipoliticas e
proteoliticas que agiram na emulsdo de gema de ovo que é utlizada como
suplemento do meio). As coldnias atipicas suspeitas eram acinzentas ou pretas
brilhantes, sem halo. Das trés placas com crescimento, a escolhida para a contagem
foi a placa com numero entre 15 a 150 UFC por placa. Eliminou-se placas onde
houve o crescimento de poucas colonias e/ou placas com crescimento excessivo.
Em seguida, antes da realizacdo das provas bioguimicas, para a confirmar se as
colénias tipicas, eram realmente de cocos G (+), transferiu-se trés coldnias tipicas,
com o auxilio de uma agulha, previamente flambada, para um tubo identificado
contendo o Caldo “Brain Heart Infusion” (BHI), devidamente identificado, o qual foi
incubado em estufa com temperatura entre 35 - 37 °C por 24 horas. Em seguida,
fez-se um esfregaco corado pela Coloracdo do Método de Gram para observacgao
microscopica por imagem de cocos Gram positivos. Os tubos cujas bactérias
apresentavam essas caracteristicas foram encaminhados para as provas
bioquimicas da catalase e da coagulase, sendo o microrganismo, positivo para as
duas provas.

- Prova da Coagulase: Transferiu-se com auxilio de pipeta automatica, 200 uL
do subcultivo em meio BHI para tubos de ensaio previamente esterilizados e
identificados, contendo 200 uL de plasma de coelho com EDTA (hidratado). Os
tubos foram incubados em estufa 35 — 37 °C por 24 horas. No dia seguinte,
observou-se a coagulacdo do plasma, devido a transformacdo do fibrinogénio em

fibrina, sendo assim, caracterizando a prova como como positiva. Os resultados
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variam de uma a quatro cruzes de acordo com as caracteristicas do coagulo: um
cruz — apenas um botédo no fundo do tubo; duas cruzes, coagulo com presenca bem
visivel de fibrina; trés cruzes, o coagulo adota a posicéao diagonal quando inclinado e
quatro cruzes, o coagulo ndo se move mesmo com a inversdo do tubo de ensaio.

- Prova da Catalase: Com auxilio de uma al¢a de platina foi tranferida do BHI
para um tubo identificado contendo Agar Nutriente Inclinado, fazendo estriamento
em sua superficie. Este meio foi incubado por 24 horas em estufa a 35 — 37 °C. Apos
a incubacao foram adicionadas trés gotas de peréxido de hidrogénio (3%-10v) neste
meio. Com isso, houve uma reacado de efervecéncia, o que indica a prova positiva
para catalase, pois a enzima catalase atua sobre o peroxido de hidrogénio formando
agua e oxigénio.

Os resultados de contagem das colbnias foram colocados na seguinte
formula: R=Cxcxd/r (onde R: resultado; C: numero de colénias contadas; c: nUmero
de colbnias repicadas; d: diluicdo da placa escolhida e r: nimero de colbnias
repicadas) (APHA, 2001). O resultado foi obtido em UFC/g.

3.2.3.4 Pesquisa de Bactérias do género Salmonella spp.

A metodologia utilizada para o isolamento de Salmonella spp. foi 0 método
rapido proposto por Pignato et al. (1995).

Para o pré-enriquecimento, foi empregado a mesma metodologia para
obtencao da diluicdo 10, através da homogeneizacdo de 25g de amostra em 225
mL de caldo Salmosyst base e esta foi incubada em estufa a 35°C/6h. Na etapa,
denominda enriqguecimento ndo seletivo, parte-se desta suspensao e pipeta-se 10
mL para inoculacdo em tubo contendo 1mL do Caldo Salmosyst Suplemento que
seguiu para incubacao a 35°C/18h, para procedimento do enriquecimento seletivo.

A partir do enriguecimento seletivo foram semeadas aliquotas dos cultivos
correspondentes em caldo Salmosyst através da técnica de esgotamento em trés
placas de petri contendo os meios Agar Salmonella Diferencial (coldnias vermelhas):
Agar Verde Brilhante (colénias incolores com meio rosa) e Agar Hektoen (colonias
verde azuladas ou azul esverdeadas com ou sem centro preto indicativo de
producdo de H,S) para isolamento de Salmonella spp. e realizacdo da etapa de
plagueamento seletivo. As placas seguiram para a incubacdo a 35-37 °C por 24

horas. Para a etapa de triagem, de cada placa foram retiradas trés coldnias tipicas e
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semeadas em trés tubos de ensaio com Agar “Triple Sugar Iron” (TSI), que é um
meio indicativo ndo seletivo, com auxilio de uma agulha, perfurando o meio, em
torno de dois tercos, e realizando estriamento na superficie. Os tubos seguiram para
a incubacao a 35-37 °C por 18-24 horas e, em seguida, separados de acordo com o
resultado da coloragdo do meio em bizel pequeno e base alta. Observam-se os
tubos positivos com bizel vermelho cereja (indicando que a bactéria utilizou peptona
como fonte de nitrogénio, alcalinizando o meio), a parte central preta (bactéria
reduziu o tiossulfato de sédio que em contato com o sulfato ferroso amoniacal gerou
0 gés sulfidrico, dando a coloracéo preta) e base amarela em fungédo da fermentacao
da glicose. O indicador de pH presente neste meio é vermelho de fenol, que
apresenta o comportamento acima referido de acordo com o pH do meio. Cada
cultivo suspeito de Salmonella spp. foi semeado em Caldo “Brain Heart Infusion”
(BHI) para inicio da prova de sorologia que procedeu adicionando-se 50 pL da
amostra de um dos tubos mais 50 uL de Soro Salmonella Polivalente Probac do
Brasil® sobre placa de vidro quadriculada e observacéo (contra a luz) da presenca
de grumos indicativos de positividade da prova.

O resultado € qualitativo, baseando-se na presenca ou auséncia de

Salmonella spp. em 25g de amostra.

3.2.3.5 Contagem Total de Enterobacteriaceas

Seguindo a metodologia de Brasil (2003), para a realizacdo de analise, foram
pesados 25 gramas de cada amostra, em sacos plasticos estéreis e adicionado 225
mL de Solucdo Salina Peptonada (SSP) a 0,1%. As amostras foram
homogeneizadas em “stomacher” na velocidade normal por dois minutos e
realizadas duas diluicdes decimais seriadas até 10°. Na primeira foi colocado 1 mL
da amostra liquida em 9 mL de solucéo salina peptonada a 0,1% (diluicdo 102). Para
obter a segunda diluicao, foi transferido 1 mL da primeira para outro tubo contendo 9
mL de solucao salina peptonada a 0,1% (diluicdo 1073).

Com o auxilio de uma pipeta automatica, foi adicionada uma aliquota de 1,0
mL das diluicdes de 10*, 10% e 10° em placas com as mesmas identificacbes
dessas diluicbes. Foi realizada a técnica de "Pour Plate” (semeadura em
profundidade) em dupla camada utilizando-se o meio Agar Cristal Violeta Vermelho

Neutro Bile Glicose (VRBG), que estava mantido em banho-maria, com temperatura
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entre 45-50 °C. Em seguida, foram vertidos de 18 mL deste meio Agar Cristal Violeta
Vermelho Neutro Bile Glicose (VRGB) em cada uma das duas placas de Petri,
homogeneizando suavemente as mesmas com 10 giros para direita e 10 giros para
esquerda. Apos a solidificacdo do meio, pegou-se mais dois tubos, uma de cada vez
e com 0 mesmo volume de antes, contendo VRBG, que estava mantido em banho-
maria, com intervalo de temperatura entre 45-50 °C e enxugou-se 0S mesmos com
papel toalha. Em seguida, foram despejados 18 mL do meio VRGB em cada uma
das duas placas de Petri. Depois da solidificacdo, as placas foram incubadas
invertidas, em estufa com temperatura em torno de 35-37 °C, por 24 horas. Apés
este periodo de incubacdo, foram escolhidas placas com 15-150 UFC tipicas
(vermelhas com precipitado em volta). Trés coldnias tipicas foram repicadas em trés
tubos identificados contendo Agar Estoque com o auxilio de uma agulha de platina
flambada estriando-se colénia sobre a superficie deste. Apds incubacdo em estufa
com temperatura entre 35-37 °C por 24 horas, foi realizado esfregaco de cada tubo
para observacdo de bastonetes Gram negativos por bacterioscopia de imersdo. Os
tubos cujos esfregacos foram encontrados bastonetes Gram negativos, seguiram
para a Prova da Oxidase, que com auxilio de uma Alga de Platina, retira-se uma
parte das colonias da superficie do Agar Estoque e fricciona-se sobre a Fita para
Reacdo de Oxidase (N-N-N-N tetrametilparafenileno de amina). O resultado
objetivado é o negativo, que € uma caracteristica da familia Enterobacteriaceae. A
reacao positiva seria o desenvolvimento de uma cor vermelha intensa ou azulada.

O resultado foi obtido com a multiplicagdo do nimero de coldnias na placa
escolhida durante a contagem pelo Fator de Diluicdo dessa mesma placa (em
UFCl/g).

3.2.4 Andlises Fisico-Quimicas

3.2.4.1 Afericdo da Temperatura

A temperatura foi avaliada trés vezes: no inicio, no meio e no final da pilha de

camardoes descascados dentro dos monoblocos expostos sobre os balcdes

expositores e depois foi calculada a média aritmética das 3 medidas. Usou-se um
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termdémetro digital com haste metélica de penetracdo para medir a temperatura

interna de pescado refrigerado.

3.2.4.2 Avaliacdo da Producédo de Bases Volateis Totais (BVT)

A determinagdo de BVT foi realizada através do método de microdifusdo em
placas de Conway. Este método tem como principio a liberacéo do nitrogénio volatil
presente na amostra através da adicdo de solucdo de carbonato de potassio. O
nitrogénio volatil liberado ira se difundir em um solucdo de acido bédrico que,
posteriormente, serd titulado com solucdo padronizada de &cido cloridrico
(CONWAY; BIRNE, 1993).

Foi procedida analise em duplicata (com obtencdo de média no final), da
seguinte forma: para o preparo do extrato, triturou-se em liquidificador 10g da
amostra com 10mL de &cido tricloroacético a 10%. Filtrou-se em funil de Binchner,
usando papel de filtro Whatman n® 5 com auxilio de uma bomba de vacuo.

ApoOs a preparacao do extrato, colocou-se 2 mL de solucéo de acido bérico de
Conway no compartimento central da placa de microdifusdo. Adicionou-se, no
compartimento externo, 2mL de extrato fresco. Colocou-se a tampa com vaselina
para que a placa fosse parcialmente vedada pelo lado rugoso, deixando uma
pequena abertura no compartimento externo para adicionar 2 mL de solugéo
saturada e filtrada de carbonato de potassio. Deslizou-se a tampa para fechar
hermeticamente a placa. Girou-se suavemente para homogeneizar o conteddo
externo. Deixou-se em estufa regulada a 35-36°C por duas horas. Apds esse
periodo, retirou-se a tampa e titulou-se as bases volateis, que se difundiram no acido

borico, com uma solucéo de acido cloridrico 0,01 N.

Para determinacéo do BVT, utilizou-se o seguinte calculo:

mg de N-BVT/100g = VxNx14x100x(T+U)/VaxP; onde: V= volume de &cido
(mL) gasto na titulacdo de BVT; N= normalidade da solu¢do do acido usado; T=
volume da solucdo de acido tricloroacético usado; U= umidade da amostra; Va=
volume da aliquota analisada (2 mL) e P= peso da amostra utilizada no preparo do

extrato.
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3.2.4.3 Determinacéo do pH

O manual utilizado pelo LANARA (BRASIL, 1981) prevé como técnica padrao
para determinacdo do pH, o emprego do método potenciométrico, no qual a
extremidade do eletrodo é imersa em 10 mL da solucdo de &gua destilada
recentemente na temperatura ambiente, com 50g da amostra macerada e
homogeneizada. Prevé ainda, os valores do pH de 5,8 a 6,2, para carnes proprias

para consumo imediato e acima deste indice um inicio de decomposicao.

3.2.4.4 Avaliacdo da Producao de Histamina, Cadaverina e Putrescina pelo Método

de Cromatografia em Camada Delgada

A determinacgéo dos niveis de histamina nas amostras analisadas foi realizada
segundo a metodologia descrita por Schutz, Chang e Bjeldanes (1976), utilizando as
modificacdes sugeridas por Bersot, Sdo Clemente e Santos (1996).

Foram adicionados 2 mL de metanol a um tubo de ensaio contendo 1g de
amostra. O tubo foi homogeneizado em agitador tipo VOrtex com auxilio de uma
espatula e depois foi aquecido em banho-maria a 100°C, para facilitar a coagulacao
das proteinas e liberacdo das aminas biogénicas no metanol. A seguir, o tubo foi
encaminhado para a centrifuga, onde permaneceu por dois minutos, a 503g. O
sobrenadante obtido foi utilizado para a determinacdo de histamina, cadaverina e
putrescina.

Paralelamente foi preparado a cuba de cromatografia com a adicdo de uma
mistura de solventes constituido por acetona e hidroxido de amonio na proporcéo de
20:1 viv. Apbés a adicdo dos solventes, a cuba foi fechada para equilibrio da
atmosfera interna.

Para avaliacdo da presenca de histamina, foram utilizadas placas de 10x10cm
e nelas foram aplicados os padrbes e as amostras em locais previamente
determinados. Os padrbes de cadaverina, histamina e putrescina foram aplicados a
placa com o auxilio de uma microseringa (Hamilton®) nos volumes de 2uL, 5 uL e 10
ML. As quantidades aplicadas correspondiam, respectivamente, a 2, 5 e 10 mg de
histamina/100g de amostra. Em relacdo a amostra, foi aplicada a placa 10 uL do

sobrenadante obtido na centrifugacdo da amostra através de uma pipeta automatica.
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Logo apds seu preparo, a placa foi inserida verticalmente no interior do
tanque de cromatografia que foi imediatamente fechado para que houvesse a corrida
cromatografica. Ao término desta, a placa foi retirada do tanque com a pin¢a e seca
com fluxo de ar quente e continuo para a retirada do excesso de hidroxido de
amonio e, a seguir, colocada em estufa regulada a 35°C por cerca de uma hora.
Apés este periodo, a placa foi retirada da estufa e recebeu asperséo uniforme com
solucéo de ninhidrina a 3% seguida por novo fluxo de ar quente e continuo. Este
procedimento faz-se necessario para que o processo de revelacdo e de obtencéo
das manchas correspondentes aos padrbes de histamina e da amostra fosse
apropriado.

O resultado foi obtido comparando-se as marcas dos padrées de histamina
com as marcas de mesmo deslocamento das amostras tanto para altura quanto para
diametro das mesmas. A identificagdo da presenca de cadaverina e putrescina
também se deu pela identificacdo da altura e do diametro das manchas.

3.2.4.5 Determinacdo do Numero de Substancias Reativas ao Acido Tiobarbiturico
(TBARS)

Esta técnica foi baseada em Vyncke (1970) e fundamenta-se na formacgéo de
um composto de coloracdo vermelha resultante da condensacdo de 2 moles de
acido 2-tiobarbitdrico com 1 mol de aldeido maldnico ou de seus tautdmeros
originados na oxidacdo dos lipideos.

Os materiais e equipamentos usados sao: balanca; proveta de 50 mL e 10
mL; pipetas de 2 e 5 mL; destilador (com tubos) de Kjeldahl; tubos de ensaio com
tampa rosqueada; estante para tubo de ensaio; placa aquecedora; béquer de 50 mL;

potencidometro e espectrofotdmetro.

Preparo dos Reagentes:
- Solugdo de 4&cido tiobarbitirico (dissolucdo de 0,02 M do &cido 2-

tiobarbitarico e acido acético glacial a 90%).
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Quadro 1: Quantidade proporcional do acido 2-tiobarbitarico (TBA), da agua
destilada e do acido acético para a reacdo com o malonaldeido
presente nas amostras analisadas.

TBA (g) H,O destilada (mL) Acido acético glacial p.a. (mL)
0,5766 20 180
0,2883 10 90
0,1442 5 45

Coloca-se o TBA em um béquer e adiciona-se agua destilada e 2/3 do &cido
acético. Promover a dissolucdo em agitador a temperatura ambiente. Quando estiver
completamente dissolvido, acertar o volume com o restante do acido acético em
bal&o volumétrico, conforme o Quadro 1. Armazenar em geladeira por até 7 dias.

- Acido cloridrico 4 N: 1 parte de HCI concentrado para duas partes de agua
destilada (1:2).

Foi pesado em béquer, 5g de amostra previamente homogeneizada e
acrescentou-se 12,5 mL de agua destilada. A mistura foi transferida para um tubo de
destilacao do tipo Kjeldahl com auxilio de 11,875 mL de agua destilada. Em seguida,
adicionou-se 0,630 mL de acido cloridrico (HCI) 4N para corrigir o pH para 1,5.

Porteriormente, iniciou-se a destilacdo** e recolheu-se 20 mL do destilado em
aproximadamente 4 minutos apos o inicio da ebulicdo. Retirou-se 5 mL do destilado
e colocou-se em tubo de ensaio rosqueado onde se adicionou 5 mL da solucédo de
acido tiobarbiturico (TBA). Fez- se o branco* em tubo de ensaio separado onde
foram adicionados 5 mL de agua destilada e 5 mL de TBA. Os tubos foram
fechados, agitados e imersos e banho de agua fervente por 35 minutos, sendo entdo
retirados e resfriados em agua corrente por 10 minutos. Em seguida, fez-se a leitura
da absorbancia da amostra em espectrofotbmetro a 538 nm previamente calibrado
com o branco. Para encontrar o n® de TBA, multiplicou-se o valor encontrado na
leitura da absorbéancia por 3,9, convertendo o resultado para mg de malonaldeido
por Kg ou 1000g do produto analisado.

Calculo: N°de TBA = mg de aldeido maldnico/Kg ou 1000g

*Branco = Todos o0s reagentes menos a amostra = 5 mL de agua destilada + 5
mL de TBA aquece em banho-maria por 35 minutos juntamente com as amostras

**Destilacao:

Ligar o destilador, ligar a mangueira de entrada de &gua, posicionar a

mangueira de saida de agua e de valor para o interior da pia, sempre mantendo-as
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livres. Ligar o botdo de aquecimento a 99°C e aguardar borbulhar a agua da
caldeira. Diminuir 1/3 da temperatura para aproximadamente 30°C. Ajustar a
temperatura com o auxilio dos botdes do painel. Sempre que o nivel de agua da
caldeira estiver baixo, pausar o processo e reabastecer o aparelho com &agua
pressionando ininterruptamente o botdo da caldeira, para entrada automética da
agua até a faixa de seguranca. Apdés soltar o botdo da caldeira, ajustar o tubo com a
amostra, ligar o aquecimento e posicionar o erlenmeyer na saida o extrator e obter
20 mL. Passar para o tubo de rosca em baquelite 5 mL, tampar e levar a geladeira

para posterior adicdo de TBA em todos.

3.2.4.6 Identificacdo e Quantificacdo de Histamina pelo Método da Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

As amostras foram analisadas segundo método modificado do proposto por
Conte-Junior et al. (2006). As amostras foram preparadas em duas etapas: na
primeira etapa - extracdo - utilizou-se 5g de amostra macerada, homogeneizada e
pesada jA em tubos cbnicos pré identificados. Em cada um adicionou-se 5 mL de
solucéo de 5% de acido perclorico (1:1 v:p), colocou-se rolha de borracha e, durante
uma hora, foram mantidos sob refrigeracdo (4+2°C) e submetidos a agitacéo, para
homogeneizacdo, durante 30 segundos com intervalos de 10 em 10 minutos.
Posteriormente, as rolhas foram retiradas e centrifugou-se em 3.000 rpm, a 4+1°C,
durante 10 minutos (RODRIGUEZ et al., 2001). Retirou-se os tubos da centrifuga e
fez-se a primeira filtragem Papel Whatman® n2 1 com cada funil e cada tubo de
rosca em baquelite identificados. Quando a filtragem finalizou, adicionou-se 1 mL de
NaOH (2M) e aferiu-se o pH, que ficou igual ou superior a 6,0. Quando necessario,
adicionou-se mais NaOH (2M) até atingir pH>6,0. Seguiu-se para o banho de gelo
por 20 minutos onde uma estante com os tubos ficou submersa em agua com gelo
artificial dentro de caixa isotérmica. Depois, submeteu-se 0s contelddos a segunda
filtragem em novo Papel Whatman® n® 1.

Na segunda etapa, a derivatizacdo das amostras e iniciou com a adicao de 1
mL de NaOH (2M) ou mais até que o pH fosse superior a 13,0. Acrescentou-se a
cada tubo 40 uL de Cloreto de Benzoila em capela, agitou-se em vortex durante 15
segundos, deixou-se em repouso por 20 minutos a temperatura ambiente (MEI,

1994). ApoOs o repouso, adicionou-se 1 mL de éter dietilico por duas vezes,
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homogeneizando as duas fases para maior interacdo, aproveitando-se a fase etérea
(sobrenadante) com auxilio de pipeta automética. Ejetou-se o éter em novo tubo
com rosca em baquelite e repetiu-se toda a operacdo com mais 1 mL de éter
dietilico. Evaporou-se os 2 mL de éter com auxilio de corrente de fluxo continuo de
nitrogénio (N,). Nesses tubos com éter evaporado, ressuspendeu-se com 500uL de
uma mistura de acetonitrila:agua 42:58 (v:v).

As condicbes analiticas utilizadas para a CLAE foram: Cromatografo
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 separacédo isocratica com fase movel de
acetonitrila:agua 42:58 (v:v).

A presencga de histamina nas amostras foi observada tomando como base o
tempo de retencdo verificado para os padrOes desta amina. Para realizacdo do
calculo das concentracdes foram realizadas injecfes de diferentes concentracfes de
histamina (SIGMA-ALDRICH, USA). Com o calculo da area do grafico tem-se o0s

valores da amina biogénica pesquisada.



4 RESULTADOS

Os resultados obtidos nas andlises bacteriologicas e fisico-quimicas das
amostras de camarao descascado resfriado estéo relacionadas nas tabelas a seguir.

4.1 ANALISES BACTERIOLOGICAS

4.1.1 Contagem de Bactérias Staphylococcus Coagulase Positiva

Das 60 amostras, somente 56,6% estavam dentro dos padrdes exigidos de no
méximo 10% UFC/g.

Na Tabela 2, observa-se que as médias e os desvios padrdo da Contagem de
Staphylococcus Coagulase Positiva estdo agrupados em 12 grupos representativos
dos boxes onde as amostras foram adquiridas.

Nao houve diferenca significativa entre os valores médios de Contagem de
Staphylococcus Coagulase Positiva encontrados entre os boxes estudados na
Regressao Logistica Simples quando estudados isoladamente (p>0,05).

Esses valores sdo responsaveis por 6,75% da Contagem de Staphylococcus

Coagulase Positiva.

4.1.2 Pesquisa de Bactérias do género Salmonella spp.

Das 60 amostras, somente 18 (30%) encontravam-se dentro dos padrdes

exigidos de auséncia em 25g.
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Como os resultados da Pesquisa de Salmonella spp. sdo qualitativos, dentro
da estatistica ndo—paramétrica escolheu-se o Teste do Qui-Quadrado que foi
baseado em auséncia ou presenca desse género bacteriano, levando a associacao

das variaveis entre linhas e colunas nao significativa.

Tabela 1: Frequéncia e Percentual de Incidéncia de Salmonella spp. em 60
amostras de camarao cru, descascado e resfriado comercializado em
um Mercado de Peixe do Municipio de Niter6i/RJ, distribuidas em 12

boxes.
BOXES Frequéncia Percentual de incidéncia
(Incidéncia/n=amostras) por box
1 4/5 80
2 2/5 40
3 3/5 60
4 4/5 80
5 5/5 100
6 3/5 60
7 3/5 60
8 3/5 60
9 5/5 100
10 2/5 40
11 3/5 60
12 5/5 100
Total 42/60 70%

A Salmonella spp. foi encontrada em 42 das 60 amostras analisadas ou em

70% como foi demonstrado na Tabela 1.

4.1.3 Contagem Total de Enterobacteriaceas

Todas as amostras encontraram-se fora dos padrdes exigidos pela Legislacao
Brasileira que é de <10 UFC/g.

Na Tabela 2, apos tratamento estatistico, observou-se que as médias e 0s
desvios padrdao da Contagem Total de Enterobactérias estdo agrupados em 12
grupos representativos dos boxes onde as amostras foram adquiridas.

N&o houve diferenca significativa entre os valores médios da Contagem de
Enterobactérias encontrados entre os boxes estudados na Regressédo Logistica

Simples quando estudados isoladamente (p>0,05).



66

Tabela 2: Médias (logl0 UFC.g™") e Desvios Padrdo (logl0 UFC.g™") dos valores
encontrados na Contagem de Staphylococcus Coagulase Positiva e
Enterobactérias agrupados em 12 boxes com 5 amostras cada.

Staphylococcus Coagulase Positiva Enterobactérias
BOXES Média Desvio Padréo Média Desvio Padréo
1 1,48 1,37 3,90 0,92
2 1,42 1,94 4,46 0,68
3 0,64 1,43 4,00 0,53
4 2,38 1,45 4,88 1,02
5 3,20 0,80 4,16 1,05
6 3,02 1,86 4,84 0,84
7 1,98 1,82 4,52 0,84
8 3,10 0,64 4,36 0,70
9 1,80 1,69 3,94 0,56
10 1,56 1,50 4,86 1,32
11 2,06 2,23 4,60 0,58
12 2,06 0,32 4,18 0,32

4.2 ANALISES FiSICO-QUIMICAS

4.2.1 Afericdo da Temperatura

Na Tabela 3, considerando a pouca quantidade de gelo utilizada pelos
funcionéarios dos boxes, somente 26,7% das amostras estavam dentro dos padrbes
exigidos para pescado resfriado que € de até 7°C.

Nao houve diferenca significativa entre os valores médios de temperatura
encontrados entre os boxes estudados na Analise de Regresséo Logistica Simples
(p>0,05).

Conforme constam as Tabelas 3 e 10, os valores minimo e maximo
encontrados nas médias de temperatura foram respectivamente 7,8°C e 14,16°C e
0os encontrados nos desvios padrao foram 1,98°C e 7,09°C. Sendo o p>0,05 e o
valor F= 0,8702, a variagdo entre colunas ndo é significativamente maior que o
esperado quando se aplica o Teste de Tukey, que é o teste de comparacdo entre
todos os pares de colunas.

Quando relacionou-se a temperatura com crescimento de Salmonella spp. foi
constatado que houve diferenca estatistica significativa. Ou seja, a probabilidade de

isolar Salmonella spp. € maior quando os valores de temperatura encontram-se mais
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baixos; afirmativa que pode ser comprovada pela equacao: Logit = 2,2396 — (0,13x3),
onde x; é a temperatura, p é igual a 0,0424 (p<0,05) e o Odds Ratio = 0,8782
(Intervalo de Confiangca = 0,775 - 0,900). Logo, com o decréscimo de 0,13, o risco de
isolar Salmonella spp. aumenta em 0,88%.

O percentual de nao conformidades, ou seja, o percentual de camardes
expostos a temperaturas superiores a 7°C, foi de 73,3% (Tabela 3).

Tabela 3: Distribuicdo por box dos resultados das médias e desvios padrdo, namero
e percentual de ndo conformidades da temperatura.

TEMPERATURA
. Desvio N2 de nédo Percentual de nédo
BOXES Media Padrio conformidades conformidades

1 11,14 4,07 5 100%

2 11,0 6,61 3 60%

3 8,0 1,98 4 80%

4 12,20 3,48 5 100%

5 8,76 3,30 3 60%

6 10,46 4,35 4 80%

7 10,60 2,88 5 100%

8 11,40 6,42 4 80%

9 7,80 4,90 2 40%

10 14,16 7,09 4 80%

11 9,90 4,17 3 60%

12 7,86 3,17 2 40%
TOTAL 73,3%

4.2.2 Avaliacdo da Producéo de Bases Volateis Totais (BVT)

Somente 35% dos valores encontrados estavam dentro do limite preconizado
gue € de até 30mg N/100g (BRASIL, 1997b).

De acordo com a Tabela 4, o menor e o maior valor das médias da avaliacao
da producdo de Bases Volateis Totais foram respectivamente 27,21 mg de N -
BVT/100g e 51,66 mg de N -BVT/100g e os encontrados nos desvios padrao foram
12,91 e 28,89. Tem-se o valor p, considerado néo significativo (p>0,05) e o valor F=
0,6615.

Ndo houve diferenca significativa entre os valores meédios de BVT
encontrados entre os boxes estudados por Regresséo Logistica Simples (p>0,05).

Houve significAncia estatistica da avaliacdo da producdo de BVT quando

relacionada ao crescimento da Salmonella spp. e a equacao encontrada foi Logit pi =
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2,0884 — (0,03 x;), onde p = 0,05 e o Odds Ratio é igual a 0,9709. O valor de IC é
(0,942-1,0). Sendo assim, com o decréscimo de 0,03, o risco ou a probabilidade de

isolar Salmonella spp. é 0,9709.

Tabela 4: Distribuicéo por box dos resultados das médias e desvios padréo, nimero
e percentual de ndo conformidades de BVT.

N-BVT (mgN/100g)

o Desvio N2 de néo Percentual de ndo

BOXES  Media Padrido  conformidades conformidades

1 36,92 18,07 3 60%

2 44,35 28,89 3 60%

3 48,76 23,57 4 80%

4 47,58 18,62 4 80%

5 38,68 14,22 3 60%

6 41,58 20,13 4 80%

7 42,59 18,77 4 80%

8 42,21 24,60 4 80%

9 27,21 16,12 1 20%

10 51,66 26,11 3 60%

11 44,98 16,42 4 80%

12 28,85 12,91 2 40%
TOTAL 65%

O percentual de ndo conformidades, ou seja, o percentual de camarbes com
valores de BVT superiores a 30mg N/100g foi de 65% (Tabela 4).

4.2.3 Determinacéao do pH

O valor médio de pH (tabela 5), considerando os 12 boxes estudados foi de
7,13. O menor e o maior valor de médias de determinacdo do pH por box foram
respectivamente 6,98 e 7,26 e para desvio padrédo foram 0,21 e 0,59 de acordo com
a Tabela 5.

O valor (p>0,05) e o valor F= 0,2141 denotam que n&o houve significancia
estatistica dos resultados da Salmonella spp. quando relacionada com o pH, por
Andlise de Regressao Logistica Simples.

Nao foi observado diferenca significativa entre os valores médios de pH

encontrados entre os boxes estudados por Regressao Logistica Simples (p>0,05).
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Dos 12 boxes analisados, somente 2 apresentam valores de pH entre 6,5 e
7,0, ou seja, 16,67% dentro da faixa de pH considerada aceitavel para camarfes

resfriados e apresentaram indicios de deterioracdo (OLIVEIRA, 2005).

Tabela 5: Distribuicdo por box dos resultados das médias e desvios padrdo, além de
namero e percentual de ndo conformidades do pH.

pH
Desvio N2 de néo Percentual de ndo

BOXES  média Padrao conformidades conformidades

1 7,14 0,43 2/5 40%

2 7,18 0,43 3/5 60%

3 7,20 0,41 3/5 60%

4 7,08 0,50 3/5 60%

5 7,16 0,29 4/5 80%

6 7,12 0,43 3/5 60%

7 6,98 0,57 3/5 60%

8 7,26 0,21 5/5 100%

9 7,16 0,45 2/5 40%

10 7,26 0,27 4/5 80%

11 6,98 0,59 3/5 60%

12 7,10 0,51 4/5 80%
TOTAL 65%

O percentual de ndo conformidades, ou seja, o percentual de camarbes com

valores de pH superiores a 7,0 foi de 65% (Tabela 5).

4.2.4 Avaliacdo da Producdo de Histamina, Cadaverina e Putrescina pelo
Método de Cromatografia em Camada Delgada

Tabela 6: Resultados positivos para Histamina obtidos na Avaliacdo da Producao de
Cadaverina, Histamina e Putrescina, por CCD, em pL, detectados em 7

amostras.
Amostras Aminas
23 cadaverina: n.d.; histamina: ~ 1 e putrescina: n.d.
25 cadaverina: n.d.; histamina: ~ 5 e putrescina: n.d.
26 cadaverina: n.d.; histamina: ~ 5 e putrescina: n.d.
27 cadaverina: n.d.; histamina: 5-10 e putrescina: n.d.
28 cadaverina: n.d.; histamina: 5-10 e putrescina: ~ 1
29 cadaverina: n.d.; histamina: 5-10 e putrescina: ~ 1

30 cadaverina: n.d.; histamina: ~ 5 e putrescina: ~ 1
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Na tabela 6, encontram-se os resultados das sete amostras positivas para

histamina.

Tabela 7: Frequéncia de cada amina biogénica ao longo dos 12 boxes analisados.

BOXES NUmeros das amostras Frequéncia de cada amina
em cada box biogénica
1 12, 16, 40, 44, 59 2C; 1P
2 1, 6, 24, 35, 47 2C; 4P
3 8, 36, 42, 51, 60 1C; 1P
4 3,14, 22, 31, 38 4C; 1P
5 5, 33, 39, 53, 56 3C; 1P
6 2,11, 26, 46, 50 2C; 1H; 1P
7 9, 25, 30, 45, 58 1C; 2H; 2P
8 10, 15, 32, 43, 57 3C
9 17,29, 37,41, 49 1C; 1H; 1P
10 7, 13, 20, 28, 55 2C; 1H; 2P
11 4,21,27,34,52 2C; 1H; 1P
12 18, 19, 23, 48, 54 1H; 2P

Legenda: C= Cadaverina; H= Histamina e P= Putrescina

Nos resultados encontrados na Tabela 7, pode-se observar a frequéncia de
aparecimento de cada amina biogénica nos 12 boxes analisados. Nota-se que nos
boxes 6, 7, 9, 10 e 11 houve deteccdo simultdnea das trés aminas biogénicas nas
amostras, o gue representa maior risco de intoxicacdo histaminica, visto que a
cadaverina e a putrescina podem potencializar o efeito da histamina. Vale ainda
ressaltar que em 50% dos boxes, houve deteccdo de histamina. As amostras 26, 29
e 30 ficaram muito préximas do limite maximo tolerado de 10 mg/100g e duas delas,

a 27 e a 28 ultrapassaram esse valor.

4.2.5 Determinagdo do Numero de Substancias Reativas ao Acido
Tiobarbitarico (TBARS)

O valores minimo e maximo das médias encontradas na determinacdo de
TBARS foram respectivamente 0,14 mg de malonaldeido/Kg e 0,34 mg de
malonaldeido/Kg e dos desvios padréo foram respectivamente 0,10 e 0,48 de acordo
com a Tabela 8. O valor (p>0,05) e o valor F=0,7633.
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Tabela 8: Distribuicdo por box dos resultados das médias e desvios padrdo da
analise de TBARS.

TBARS

BOXES Média Desvio Padrao

1 0,24 0,17
2 0,17 0,14
3 0,34 0,19
4 0,28 0,17
5 0,20 0,10
6 0,27 0,24
7 0,40 0,48
8 0,40 0,40
9 0,14 0,16
10 0,26 0,34
11 0,47 0,23
12 0,21 0,19

Nao houve diferenca significativa entre os valores médios de TBARS
encontrados entre os boxes estudados (p>0,05).

N&o houve significancia estatistica dos resultados da Salmonella spp. quando
relacionada com TBARS, por Andlise de Regressao Logistica Simples.

Como ndo ha limite estabelecido pela Legislacdo Brasileira, apenas foram

realizados média e desvio padréo dos valores obtidos nessa analise.

4.2.6 ldentificacdo e Quantificacdo de Histamina pelo Método da Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE): Extracao e Derivatizacéo

Das 60 amostras, somente em sete foi detectada a presenca de histamina e,
como o Método da Cromatografia em Camada Delgada ndo € quantitativo, essas
mesmas amostras foram submetidas ao método de CLAE.

Observado-se o0s resultados da CLAE, na Tabela 9, duas amostras
encontram-se superiores ao padrdao aceito de até 10 mg/100g e quatro
permaneceram no intervalo entre 5 e 10 mg/100g e também devem ser levados em
consideracao, pois também podem representar risco a saude dos consumidores pela

presencga concomitante de putrescina.
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Tabela 9: Resultados da quantificagédo de Histamina por CLAE para sete amostras
de camardo positivas pelo método de Cromatografia em Camada Delgada

(CCD) em seus diferentes dias de estocagem.

NUumero da Histamina por CLAE Histamina por Dias de
Amostra (mg/1009) CCD Estocagem
23 2,06 ~1 103
25 5,94 ~5 103
26 7,09 ~5 110
27 13,40 5-10 110
28 18,49 5-10 110
29 7,95 5-10 110
30 8,83 ~5 110

Tabela 10: Resultados dos valores de p e F para as analises realizadas.

Anadlises Valores de (p>0,05) Valores de F
Staphylococcus

Coagulase Positiva 0,27 1,27
Enterobactérias 0,50 0,95
Temperatura 0,57 0,87
BVT 0,76 0,66
pH 0,99 0,21
Histamina 0,64 0,79
Cadaverina 0,71 0,72
Putrescina 0,49 0,97
TBARS 0,67 0,76

Os valores minimo e maximo encontrados na avaliacdo da producédo de
histamina pelo método de CLAE foram respectivamente 2,06 mg/100g e 18,49
mg/100g como esta demonstrado na Tabela 9. E ainda, fazendo-se o Teste de
Concordéancia entre valores adotados na CCD e os valores da CLAE, nota-se que
diferem expressivamente.

Pelos resultados contidos na Tabela 10 nota-se que n&o houve significancia

estatistica dos resultados quando realizada Analise de Regressao Logistica Simples.
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Tabela 11: Equacéo, p, R (Coeficiente de Correlacdo Multipla) e R? Coeficiente de
Determinacdo Mdltipla) de Staphylococcus Coagulase Positiva,
Enterobactérias com Fisico-Quimico e Enterobactérias com Aminas
Biogénicas.

Modelos de Equacdo dos Valores de Staphylococcus
Fatores de Risco  Coagulase Positiva, Enterobactérias com Fisico-Quimico e
Enterobactérias com ABs, p de significancia, R e R?

Staphylococcus (Ys) = 1,3012+0,0057x;-0,1506x,-0,0031x3+0,0019x,
Coagulase Positiva (p= 0,0302; R= 0,26; R?>= 0,07)
Enterobactérias (Yero) = 4,1801-0,0955x%;+0,1058x,-0,0097%5+0,7524X,
com Fisico-Quimico (p= 0,0259; R=0,47; R’= 0,22)
Enterobactérias (Yeag) = 4,0234+0,1183x;+0,1130x,-0,1229x3
com Aminas (p= 0,0000; R= 0,63; R?>= 0,40)
Biogénicas

Legenda: x;: pH. X,: temperatura. Xs: BVT e x4: TBARS

Na Tabela 11, estdo listados os fatores de risco e seus respectivos modelos
de equacdo, valores de p de significancia, R e R% Nas trés equacdes, o p<0,05, ou
seja, representa que ha significancia estatistica. Na primeira equacéo, ha correlacéo
entre Staphylococcus Coagulase Positiva com pH e TBARS. Na segunda equacao,
Enterobactérias tiveram interferéncia de temperatura e TBARS. Na terceira equacéo,

as Enterobactérias sofreram influéncia de pH e temperatura.



5 DISCUSSAO

5.1 ANALISES BACTERIOLOGICAS

5.1.1 Contagem de Bactérias Staphylococcus Coagulase Positiva

A ocorréncia de Bactérias Staphylococcus Coagulase Positiva em amostras
de camarédo é de interesse para saude coletiva, uma vez que na legislacao vigente
(BRASIL, 2001), encontra-se o limite de 10° UFC/g de crustaceos in natura
resfriados.

As contagens deste patdbgeno nos exemplares de camarédo cru descascados e
resfriados, obtidas neste estudo, tiveram médias variando de 0,64 logl0 UFC.g™" a
3,20 log10 UFC.g" e 43,4% das amotras, agrupadas por box, tinham ultrapassado o
limite maximo permitido pela legislacao.

O alto crescimento microbiano neste estudo pode ser atribuido a forma que
essa matéria prima é oferecida, pois as bactérias se tornam mais aptas a iniciar o
crescimento em temperaturas entre 7°C e 48°C (WHO, 2008), fato que ocorreu na
maioria dos boxes, onde a quantidade de gelo foi insuficiente para manter a
temperatura ideal de conservacdo em até 7°C. Por ser resistente ao estresse
ambiental, Beirdo et al. (2000) afirmaram que, sem refrigeracdo adequada, €
possivel que tenha sido iniciado o processo de producdo de toxinas. Seu consumo
pode ser um risco devido a probabilidade de ocorréncia de gastroenterites (JAY,
2005b) porque a toxina enterotdxica, como afirma Riedel (1992) é termorresistente e

a coccao durante o preparo do camardo néo € capaz de elimina-la.



75

5.1.2 Pesquisa de Bactérias do género Salmonella spp.

A temperatura proxima da ambiente nos casos em que a quantidade de gelo
era insuficiente mais o pH acima da faixa compreendida entre 6,5 e 7,0 parecem ter
favorecido o crescimento do referido microrganismo nas amostras conforme afirmam
0s pesquisadores da WHO (2008). De acordo com Jay (2005a), outro fator que deve
ser levado em consideracao € a etapa de descascamento que rompe o intestino e
promove extravazamento do conteudo intestinal com consequente contaminacao
fecal, habitat primario da Salmonella spp.

Outras possiveis causas de contamina¢do sdo a manipulacéo inadequada do
camarao cru por pessoas contaminadas e manutencao do alimento por muitas horas
fora de refrigeracéo, segundo afirmam respectivamente Gast e os pesquisadores da
“ORGANIZACION PANAMERICANA DE LA SALUD” (2003).

Mesquita et al. (1977) em avaliacdo bacteriologica do camarao
Macrobrachium rosembergii, obtiveram 0% de incidéncia de Salmonella spp. nas
180 amostras, embora as mesmas tenham sido oriundas de tanques de
Piscicultura, difere bastante do resultado encontrado no presente experimento.

Os dados obtidos nesta pesquisa foram maiores que os 1,6% de Salmonella
spp. encontrados por Koonse et al. (2005), apesar de os pesquisadores terem
trabalhado com camardes congelados provenientes de carcinicultura.

Duarte et al. (2010), obteveram 2,8% (2/71) de incidéncia de Salmonella spp.
em camardes congelados da regido nordeste do Brasil, embora tenha usado técnica
de isolamento diferente do presente trabalho.

Em discordancia com o padrdo exigido pela legislacdo brasileira (BRASIL,
2001) que é de auséncia em 25g de crustaceos in natura resfriados e em
concordancia com Molins (2001) que confirmou a possibilidade de presenca deste
patbgeno em &guas marinhas poluidas e em pescado, a Salmonella spp. foi
encontrada 70% do total das amostras deste experimento como foi demonstrado na
Tabela 1.
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5.1.3 Contagem Total de Enterobacteriaceas

Confirmando a informacao que temperaturas superiores a 4-5°C favoreceriam
o desenvolvimento de Enterobactérias, os resultados deste estudo concordam com
os de Blickstad e Molin (1983) e Brenner (1992).

Em 100% das amostras houve crescimento de Enterobactérias, pois a etapa
de descabecamento, a retirada da casca com extravasamento de conteudo intestinal
e a propria manipulacdo parecem ter colaborado para esse expressivo resultado,
fato também observado por Tornadijo et al. (2001).

Brandao (2007) relacionou a presenca desses microrganismos ao fato das
amostras analisadas ndo estarem sendo beneficiadas e comercializadas em
condicbes de higiene e temperatura adequadas; afirmacédo que coincide com o0s

dados observados neste estudo.

5.2 ANALISES FISICO-QUIMICAS

5.2.1 Afericdo da Temperatura

Shamshad et al. (1990) relataram que a temperatura é uma variavel critica
devido a inadequacdo da estocagem e neste trabalho foram presenciadas
irregulariades na manutencdo do camarédo na fase de estocagem, como auséncia de
gelo, quantidade insuficiente de gelo em contato com este pescado, gelo apenas na
porcao inferior da pilha de camardes, camardes previamente pesados e embalados
fora da refrigeracdo e flutuacbes na temperatura de estocagem que segundo
Nickelson Il et.al (2001) também sao fatores que interferem na qualidade final da

matéria-prima.

5.2.2 Avaliagdo da Producéo de Bases Volateis Totais (BVT)

Com referéncia a producédo de BVT, foram encontrados neste estudo teores
variando de 27,21 a 51,66 mg de N/100g e 35% das amostras fora do limite
estabelecido pela legislacdo brasileira - 30 mg de N/100g (BRASIL, 1997Db).

Os valores mais baixos sdo bem maiores que zero devido a presenca de
amonia no conjunto de BVT, pois esta substancia se origina da degradacdo de
nucleotideos no pescado fresco. Porém, a medida que o pescado € degradado,
ocorre um maior aumento no teor de BVT (PEREIRA, 2004).
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Quanto aos valores de BVT, no final do experimento os valores se
aproximaram do inicio de deterioragcdo que é de 30mg/100g, conforme Ogawa e
Maia (1999). De acordo com Brasil (1997b), 30mg/100g € o limite de aceitacdo de
BVT para pescado.

Assim como ocorreu com este experimento, para justificar a significancia
estatistica da avaliacdo da producéo de BVT quando relacionada a Salmonella spp.,
Shamshad et al.(1990) avaliaram os niveis de BVT durante a estocagem sob
diferentes temperaturas e observaram resultados quase duas vezes maiores,
quando o camardo era armazenado a temperatura ambiente. Este rapido aumento
de BVT em relacdo a elevadas temperaturas, parecia estar relacionado ao aumento

na contagem microbiana e a atividade enzimatica.

5.2.3 Determinacéao do pH

As amostras com valores de pH mais altos foram as mesmas que
apresentaram valores elevados de temperatura. Essa afirmativa também foi
corroborada por Oliveira (2005) que observou temperaturas elevadas acelerando o
processo de deteriora do camardo através da aceleracdo do crescimento bacteriano
e da velocidade de acdo de enzimas tissulares.

Neste estudo, somente dois boxes (16,67%) apresentam valores de pH entre
6,5 e 7,0, valores encontrados por Oliveira (2005) para camardes frescos. Todas as
amostras tiveram resultados em uma faixa de pH que favorece a multiplicacéo de S.
aureus, que pode se multiplicar no intervalo compreendido entre 4,0 e 9,8 sendo
otima entre 6,0 e 7,0 de acordo com Jay (2005b) e também de Salmonella spp. cujo
pH 6timo de crescimento € em torno de 7,0 segundo Franco e Landgraf (1996) e Jay
(2005b).

Os resultados de Oliveira (2005), assim como os do presente experimento
sao inferiores aos encontrados por Moura et al. (2003) que trabalharam com
camardes das espécies Penaeus brasiliensis e Penaeus paulensis cujas variacdes
ficaram no intervalo de pH entre 7,1 a 8,1, superando os aceitos pelo Regulamento
da Inspecdo Industrial e Sanitaria de Produtos de Origem Animal - RIISPOA
(BRASIL, 1980), para pescado, que define pH maximo de 6,8 para a carne externa e
6,5 para a interna.

Oliveira (2005) também encontrou valores de pH para camardo descabecado

estocado em gelo (Litopenaeus vannamei) entre 6,75 a 7,24 e houve semelhanca
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em seus resultados com os encontrados neste experimento, pois esta foi uma das
espécies analisadas. Moura et al. (2003) e Bailey et al. (1956) também adotaram
parametros muito semelhantes aos da presente pesquisa; assim como Luna (1971)
e Shamshad et al. (1990) que adotaram valores aceitavais de pH até 7,2 e 7,6
respectivamente. Em contrapartida, Moura et al. (2003), por terem trabalhado com
varias espécies, aceitaram valores de pH em uma faixa entre 6,75 e 7,6 dependendo

da espécie. Mendes et al. (2005) admitiram valores de pH proximos a 7,8.

5.2.4 Avaliagdo da Producéo de Histamina, Cadaverina e Putrescina pelo

Método de Cromatografia em Camada Delgada

Neste estudo, apesar de ter sido detectada em sete amostras, o teor de
histamina ficou dentro dos padrdes de até 10 mg de histamina/100g.

Os valores encontrados em pL ou em mg de histamina/100g de amostra para
histamina tiveram médias variando de 0 a 2,12 pL; no caso da cadaverina, de 0 a
3,16 L e putrescina de 0 a 3,22 pL.

Os resultados deste experimento sao inferiores aos encontrados por Mendes
et al. (2005) que néo detectaram a producao de histamina durante o armazenamento
porém, relatam valores de 57 e 6,9 mg.Kg' de putrescina e cadaverina
respectivamente em camardes rosa. Porém, em se tratando de cadaverina, 0s
resultados obtidos no presente estudo encontram respaldo no trabalho de Salazar et
al. (2000), que entre outros produtos, realizou analises em camarao inteiro, e obteve
por CLAE, uma média de 2 pg.mg™.

Apoés encontrar em peneideos o valor de putrescina 1 mg.kg™, Benner et al.
(2003) sugeriram putrescina como o0 melhor indicador de decomposicdo de
camardes peneideos armazenados em uma variedade gama de temperaturas (0°C a
36°C) e propds a nivel de putrescina de 3 mg kg-1 como limite para o ser humano de
consumo. Comparando-se os resultados apresentados no seu trabalho de Avaliagcéo
de Putrescina, Cadaverina e Indol como Indicadores Quimicos de Decomposi¢cao em
Camardes Penaideos com os obtidos neste estudo pode-se afirmar que 0s niveis

encontrados sao similares.
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5.2.5 Determinacdo do Numero de Substancias Reativas ao Acido
Tiobarbitarico (TBARS)

Os resultados encontrados no presente experimento tiveram meédias que
variaram de 0,14 a 0,47 mg de malonaldeido/Kg e se encontram dentro dos
parametros aceitos em outros trabalhos, que é de 3,0 mg de aldeido malénico/Kg.
Esses resultados sdo bem inferiores aos encontrados por Moura et al. (2003),
qguando trabalharam com camarao rosa e relatam o registro de média de 1,31+0,69
mg de aldeido mal6nico/Kg.

Os valores que mais se aproximaram dos relatados neste estudo foram os de
Abreu (2006), 0,32 mg de malonaldeido/Kg em caudas de camaréo nao irradiadas.

Os niveis encontrados no presente estudo estdo bem préximos aos relatados,

para pescado comercialmente fresco, por Botsoglou et al.(1994).

5.2.6 Identificacdo e Quantificacdo de Histamina pelo Método da Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Zhao et al. (2007) obtiveram, nos primeiros dias de estocagem, indices nédo
detectaveis para histamina em camardes brancos. Mas, do quarto ao oitavo dia,
esses valores variaram de 0,08 a 0,89 mg/Kg a 0 °C e, de 0,06 a 0,90 mg/Kg a 4 °C;
todos bem abaixo dos obtidos neste trabalho.

Saaid et al. (2009) na pesquisa de determinacdo de aminas biogénicas em
pratos selecionados da Malasia, através do método de CLAE, obteve para camarao
seco, o valor do teor de histamina de 2,1 mg.Kg™. Esse valor equivale a 0,21
mg/100g é inferior aos encontrados nas sete amostras analisadas neste estudo,

cujos valores variaram de 2,06 a 18,49 mg/100g.



6 CONCLUSOES E CONSIDERACOES FINAIS

De modo geral, a qualidade do camarao disponivel ao consumo apresentou-
se insatisfatoria, em funcdo do percentual de amostras que mostraram nao
conformidade com os padrdes oficiais para alguns parametros e pela presenca de
ranco e histamina, que além de indicarem perda de qualidade do produto, esses
podem comprometer a saude do consumidor.

Ha necessidade de um maior controle e monitorizacdo da temperatura do
camardo descascado resfriado desde sua captura até o momento de
comercializacdo, para que essa matéria prima apresente boa qualidade e nao
represente perigo de intoxicagcdo ao consumidor.

Considera-se adequado, em um futuro estudo mais amplo, incluir a Pesquisa
de Bactérias Produtoras de Histamina, Putrescina e Cadaverina as Analises
Bacteriolégicas e avaliar ndo sé histamina, mas putrescina e cadaverina pelo
Método de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).

Indica-se a contratacao de técnico com formacao especifica com o objetivo de
oferecer suporte técnico, implementacdo de monitoramento de temperatura durante
0 recebimento, a estocagem e a exposicao para venda; sempre com 0 objetivo de
melhorar as condi¢cdes de temperatura e de conservacéo dos produtos.

Observando-se os resultados fora dos parametros preconizados do presente
estudo, deve-se buscar a melhoria na qualidade dos produtos da pesca passando
pela capacitacdo constante dos funcionarios em boas praticas de fabricacéo,
procedimentos padrdes de higienizacdo e analise de perigos e pontos criticos de
controle para o mercado enfocado e/ou em carciniculturas com especial atencdo a
etapa de refrigeragdo associados a ado¢cdo de medidas mais rigorosas pelos 6rgaos

de fiscalizagdo, no caso de estabelecimentos reincidentes.
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8 APENDICES

8.1 COLONIAS DE Staphyloccocus COAGULASE POSITIVA EM PLACA

8.2 TUBOS DE ENSAIO COM MEIO SALMOSYST E TRES MEIOS DE CULTURA
PARA ISOLAMENTO DE Salmonella spp. (da esquerda para direita): AGAR
SALMONELLA DIFERENCIAL, AGAR VERDE BRILHANTE E AGAR HEKTOEN
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8.3 COLONIAS DE ENTEROBACTERIAS EM AGAR CRISTAL VIOLETA
VERMELHO NEUTRO BILE GLICOSE

8.4 INCUBACAO DE PLACAS COM AGAR BAIRD PARKER COM GEMA DE OVO
E TELURITO DE POTASSIO PARA ISOLAMENTO DE Staphylococcus
COAGULASE POSITIVA (4 esquerda) E DE PLACAS COM VRBG PARA
ISOLAMENTO DE ENTEROBACTERIAS (a direita)
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8.5 PLACAS DE BVT ANTES E APOS A TITULACAO COM ACIDO CLORIDRICO

8.7 TUBOS CON!COS COM SOLUCOES DAS AMOSTRAS A SEREM APLICADAS
NA PLACA DE SILICA GEL (SIGMA®) DURANTE A CCD
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8.8 TUBOS DE ENSAIO CONTENDO DESTILADO E TBA LEVADOS A FERVURA

8.10 IMPRESSAO DE GRAFICO MOSTRANDO PICO DE HISTAMINA




