UNIVERSIDADE FEDERAL FLUMINENSE
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM MEDICINA VETERINARIA
AREA DE CONCENTRACAO EM HIGIENE VETERINARIA E

PROCESSAMENTO TECNOLOGICO DE PRODUTOS DE ORIGE

ANIMAL

ANDRE LUIZ MEDEIROS DE SOUZA

AVALIACAO BACTERIOLOGICA E SENSORIAL DA CARNE
DE CACAO ANEQUIM (Isurus oxyrinchus)
(ELASMOBRANCHII: LAMNIDAE) COMERCIALIZADA NO
MUNICIPIO DE NITEROI, RIO DE JANEIRO, BRASIL.

NITEROI
2013



ANDRE LUIZ MEDEIROS DE SOUZA

AVALIACAO BACTERIOLOGICA E SENSORIAL DA CARNE DE
CACAO ANEQUIM (Isurus oxyrinchus) (ELASMOBRANCHII:
LAMNIDAE) COMERCIALIZADA NO MUNICIPIO DE NITEROI, RIO DE
JANEIRO, BRASIL.

Dissertacdo de mestrado apresentada ao
Programa de PoOs-Graduacdo em Medicina
Veterinaria da Universidade Federal
Fluminense. Area de Concentracdo: Higiene
Veterinaria e Processamento Tecnologico de
Produtos de Origem Animal.

Orientadora; ELIANA DE FATIMA MARQUES DE MESQUITA
Co-orientador: ROBSON MAIA FRANCO
Co-orientadora: SHIZUKO KAJISHIMA

Niteroi
2013



ANDRE LUIZ MEDEIROS DE SOUZA

AVALIACAO BACTERIOLOGICA E SENSORIAL DA CARNE DE
CACAO ANEQUIM (Isurus oxyrinchus) (ELASMOBRANCHI!:
LAMNIDAE) COMERCIALIZADA NO MUNICIPIO DE NITEROI, RIO DE
JANEIRO, BRASIL.

Dissertacdo de mestrado apresentada ao
Programa de Pdés-Graduacdo em Medicina
Veterinaria da Universidade Federal
Fluminense. Area de Concentracdo: Higiene
Veterinaria e Processamento Tecnoldgico de
Produtos de Origem Animal.

Aprovado em de de 2013.

BANCA EXAMINADORA

Prof®. Dr®. Eliana de Fatima Marques de Mesquita - UFF
Orientadora

Prof. Dr. Robson Maia Franco - UFF

Prof?. Dr?. Silvia Conceigdo Reis Pereira Mello - UNISUAM

Prof. Dr. Zander Barreto Miranda - UFF

Prof®. Shizuko Kajishima - UFF
Suplente

Niteroi
2013



“Eu que ja ndo sou assim muito de ganhar,
junto as maos ao meu redor.
Faco o melhor que sou capaz

sO pra viver em paz.”

Los Hermanos — O vencedor



AGRADECIMENTOS

A Deus, por todas as oportunidades e vivéncias que obtive até o presente dia,
0 que me fortaleceu e me fez aprender com os desafios e provacdes durante a
minha vida.

Aos meus pais, Vanda Medeiros de Campos e José Carlos Carneiro de
Souza, e irmas, Maria Angélica e Maria Elisa Carvalho de Souza e Ana Paula
Souza, por sempre me darem forcas e estarem presentes, me incentivando e
apoiando em minhas escolhas. Em especial para minha avo, Rosalina Teixeira de
Medeiros, que sempre foi e sempre sera uma parte de mim, o meu grande amor.

Ao meu companheiro de vida, Hugo Coelho, por todo o amor, incentivo e
amizade. Por ser minha forga de vontade e trazer alegrias e sorrisos aos meus dias.

A minha orientadora, Prof® Dr* Eliana Mesquita, por todo o suporte oferecido,
todos os cuidados e ensinamentos compartilhados, por sempre estar ao meu lado
guando necessario e por ser essa “‘maezona’. Sua orientagdo realmente me fez
crescer pessoalmente e profissionalmente.

Ao meu co-orientador, Prof. Dr. Robson Maia Franco, que € um excelente
profissional e orientador, um 6timo microbiologista, disposto a compartilhar com
todos seus aprendizados.

A minha co-orientadora, Prof®. MSc Shizuko Kajishima, uma pessoa
exemplar, de grande coragdo, que me acolheu e esteve ao meu lado nesse
percurso.

A toda equipe dos Laboratérios de Microbiologia da Faculdade de Veterinaria
e de Andlise Sensorial da Faculdade de Nutricdo da UFF, especialmente para
Bianca Medina, Eduardo Bruno Nogueira, Juliana Gerth, Marcelle Allencar e Vinicius
Alves, pelo suporte oferecido e amizade construida.

A todos os membros do QG, especialmente para os amigos medicos
veterinarios Cristianne Platte, Diego Ribeiro, Flavia Calixto e Mariana Packness,
pela forca e companheirismo nas horas mais complicadas.

Aos amigos da pos-graduacdo em Medicina Veterinaria, em especial a
Janaina Ribeiro, Marta Xavier e Michelle Nana, por trazerem alegria para o meu dia-

a-dia.



Aos meus amigos, que sdo como uma familia pra mim, pela paciéncia, apoio
e companheirismo, especialmente para Bruna Savaget, Fausto Saito, Flavia Paulo,
Isabella Pacheco, Julia Teykal, Luana Carvalho, Ludmyla Almeida, Maira Cardoso,
Marina Seixas e Michael Knecht. Sem eles, eu nada seria.

Ao meus animais, por serem os melhores amigos dos humanos, meus
maiores amores, estando presentes da forma mais pura e sincera possivel.

Ao Prof. Renato Clapp, pela disponibilizacdo do Laboratério de Aquicultura da
UFF para meu uso.

A todos os professores e funcionarios do Programa de Pds-graduagédo em
Higiene Veterinaria e Processamento Tecnoldgico de Produtos de Origem Animal,
em especial aos secretarios Drausio Ferreira, Mariana Ferreira e André Veiga.

A CAPES, Coordenacio de Aperfeicoamento Pessoal de Nivel Superior, pelo

auxilio e incentivo através de bolsa de estudo.



RESUMO

Os consumidores buscam produtos com qualidade e diversificados. E de suma
importancia promover o controle de qualidade de alimentos, em relacdo a suas
caracteristicas bacteriol6gicas, oferecendo desta forma alimentos inécuos a
populacdo. No estado do Rio de Janeiro, o pescado, um produto com curto prazo
comercial, é altamente procurado e consumido. E neste grupo encontra-se o filé de
cacdo, principalmente da espécie Isurus oxyrinchus (Elasmobranchii: Lamnidae),
popularmente conhecido como cacdo Anequim. A carne do cacgdo, além de ser um
produto diferenciado e aceito, possui custo relativamente baixo, e por isso, encontra-
se em 5° lugar dentre os peixes importados vendidos nos supermercados do Rio de
Janeiro. Atualmente, ndo héa legislacdo vigente que promova um padrédo de
identidade e qualidade deste alimento. Utilizando 17 amostras de carne de cagéo
fresca, provenientes de mercados, localizados em Niterdi, na cidade do Rio de
Janeiro, foram realizadas analises bacteriolégicas (Contagem de bactérias
heterotréficas aerdbias mesofilas e bactérias heterotroficas  psicrotroéficas,
Salmonella spp., Coliformes termotolerantes, Vibrio parahaemolyticus e
Staphylococcus coagulase positiva) e sensorial (testes de preferéncia e aceitacao)
para a verificacdo da qualidade destas, e posteriormente, feita a analise estatistica
dos resultados obtidos nos mesmos. Nos resultados bacteriol6gicos, foram obtidos
ndo conformidades em amostras estudadas quanto a pesquisa de Salmonella spp. e
enumeracdo de Vibrio parahaemolyticus. A carne de filé de cacéo foi aceita pelos
provadores, comprovando-se sua comercializacdo com frequéncia em Niterdi, Rio de
Janeiro. Objetivou-se neste trabalho a avaliacdo das condi¢Bes higiénico-sanitarias,
promovendo a avaliacdo bacteriologica e sensorial, do filé de cagdo Anequim (I.

oxyrinchus), comercializado no municipio de Niteréi, Rio de Janeiro, Brasil.

Palavras-chave: Cacdo Anequim. Pescado. Rio de Janeiro. Andlises. Qualidade.



ABSTRACT

Consumers are looking for products with quality and diversity. It is extremely
important to promote quality control of food concerning to their microbiological
characteristics and offering safe products to the population. .In the state of Rio de
Janeiro, a short-term shelf life product as fish is highly bought and consumed. And in
this group is the shark fillet, especially the species Isurus oxyrinchus
(Elasmobranchii: Lamnidae), popularly known as Shortfin Mako Shark. The meat of
this type of shark is a distinguished and accepted product and has relatively low cost.
That is why it's in the 5™ place of the ranking among the imported fishes sold in Rio
de Janeiro state supermarkets. Nowadays there is no legislation that can promote an
identity standard and the quality of this product. The bacteriological (Heterotrophic
aerobic mesophilic bacteria and heterotrophic psychrotrophic bacteria, Salmonella
spp., Thermophilic coliforms, Vibrio parahaemolyticus and Staphylococcus coagulase
positive) and sensorial analysis (test of acceptability and preference) of 17 samples
of shark fresh fillet from markets of Niterdi city was carried out, and soon after the
statistical analysis was done. The bacteriological results showed nonconformities for
the search of Salmonella spp. and enumeration of Vibrio parahaemolyticus. The vast
majority of the shark fillet was accepted by the panels, confirming its consumer
preference and high commercialization. The objective of this work was to analyse the
sanitary and hygienic conditions, through the bacteriological and sensorial evaluation
of Shortfin Mako Shark fillet (I. oxyrinchus) sold in Niterdi city, Rio de Janeiro state,

Brazil.

Key words: Shortfin Mako Shark meat. Fish. Trade market. Sensory Analysis.

Quality.
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1 INTRODUCAO

A comercializacdo do pescado encontra-se em aumento significativo. E um
produto de origem animal rico em nutrientes e bem aceito pelos consumidores.
Porém, tem alta susceptibilidade por caracteristicas proprias, do local de captura e
do meio onde € comercializado, iniciando assim facilmente o processo de
deterioracéao.

Entre os animais denominados como pescado, encontra-se 0 cagdo, que
atualmente tem o filé bastante procurado em pontos de comércio, por ser um
produto diferente, de boa qualidade, além de ter custo relativamente baixo para
alguns segmentos da populacao, caracteristicas que atraem os consumidores.

No estado do Rio de Janeiro, uma das espécies mais encontradas € o cacéo
Anequim (Isurus oxyrinchus), um tubardo de grande porte muito comum em aguas
do Oceano Atlantico com temperaturas acima de 16°C.

Desde o inicio da pesca de elasmobranquios oceanicos, € capturado
facilmente em todas as regides brasileiras, principalmente nas regides Sul e
Sudeste, onde, em 2007, foi a segunda espécie de tubardo mais capturada na pesca
de espinhel de superficie.

A espécie é considerada uma das melhores para uso na alimentacdo
humana. Além do aproveitamento comercial da carne, as barbatanas, dentes e
cartilagem possuem valor agregado.

Objetivou-se no presente trabalho avaliar as condi¢bes higiénico-sanitarias,
promovendo avaliacdo bacteriolégica e sensorial, da carne de cacdo Anequim
[Isurus oxyrinchus (Rafinesque, 1809)] (Elasmobranchii: Lamnidae), comercializado
no municipio de Niterdi, Rio de Janeiro, Brasil, com intuito de fornecer subsidios
para implantar padréo de identidade e qualidade do filé junto aos 6rgéos oficiais.



2 REVISAO DE LITERATURA

A seguir sdo abordados itens para um maior entendimento a respeito do
pescado e sua rdpida deterioracdo, sua contaminacado microbiolédgica, a biologia do
cacdo, dados sobre sua captura e comercializacdo e a espécie em questao,

conhecida popularmente como cacdo Anequim.

2.1 O PESCADO E SUA RAPIDA DETERIORACAO

A denominagcdo genérica "pescado” compreende 0s peixes, crustaceos,
moluscos, anfibios, quelénios e mamiferos de agua doce ou salgada, usados na
alimentacdo humana. A denominacédo “fresco” se refere ao “pescado dado ao
consumo sem ter sofrido qualquer processo de conservacdo, a ndo ser a acéo do
gelo” (BRASIL, 1997).

O pescado €, desde a antiguidade, uma importante fonte de nutrientes, assim
como a pesca, uma atividade econémica promotora de beneficios sociais para as
populacdes humanas em todo o mundo. Além de ser rico em proteinas, o pescado
possui também todos os amino&cidos essenciais ao crescimento e a manutencéo do
organismo humano, aliado a presenca de elementos minerais necessarios as
inumeras funcdes organicas (LIRA et al., 2001).

ApOs a captura, o pescado sofre o processo gradual de deterioracéo, o qual €
natural ao post-mortem. Porém, por diversos fatores, € um alimento altamente
perecivel, sendo o mais suscetivel ao processo de deterioracdo dentre os produtos
de origem animal. Segundo Leitdo et al. (1988), em iguais condicbes de
armazenamento, a carne do pescado € deteriorado mais rapidamente que a carne
de mamiferos.

O pescado é facilmente deteriorado por caracteristicas proprias, como pH
proximo da neutralidade, o que facilita o crescimento microbiano, acdo de enzimas
autoliticas, elevada atividade de agua, teor de nutrientes facilmente utilizaveis por

microrganismos e alta atividade metabdlica da microbiota que o acompanha.
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Constitui-se ainda como fator de relevancia que a maioria da gordura dos peixes
mostra maior susceptibilidade a deterioracdo pela rancidez, devido principalmente a
elevada insaturacéo de seus lipidios (ibid.).

A deterioracdo do pescado instala-se logo ap0s a morte e avanca com 0
tempo. A velocidade de decomposi¢do depende de fatores enddgenos e exdgenos.
Os fatores exdgenos sdo a temperatura, microrganismos, processamento e
manipulacdo. Os enddgenos sdo a composicdo quimica e a textura dos tecidos
(BARROS, 2003).

Desde o momento em que € retirado do meio aquético, inicia-se uma série de
modificacdes e alteracbes que podem impedir sua comercializagdo, tanto como
alimento para ser consumido de modo direto quanto como matéria-prima para o
beneficiamento (ibid.).

As alteracOes que mais caracterizam a deterioracdo do pescado sao aquelas
relacionadas com o odor e o sabor, e determinam o estado de impréprio para o
consumo, pois afetam a condicdo de comestibilidade (ORDONEZ, 2005).

As alteracdes quimicas associadas ao processo de deterioracdo do pescado
consistem na producdo de bases nitrogenadas volateis, particularmente a
trimetilamina (TMA) e amodnia (NH3), a TMA como resultado da redugéo do 6xido de
trimetilamina (OTMA), que esta presente na maioria dos peixes marinhos e ausentes
nos de agua doce, e a amonia proveniente de acidos graxos volateis, resultantes da
disseminacao oxidativa de componentes ndo protéicos do musculo dos peixes, que
constitui um excelente substrato para as bactérias (OGAWA; MAIA, 1999).

Outros compostos sdo formados em menor proporgédo, contribuindo para
alteracdes observadas durante a deterioracdo, entre os quais o metil e o etil
mercaptanol, diacetil e indol (SILVA et al., 2002).

Além disso, o pescado é um dos alimentos que tém sido associados a
doencas de origem alimentar (ibid.).

Em relacdo a temperatura, o importante é que ndo seja superior a 4,4°C
durante todo o processo da captura, industrializacdo e armazenamento, devido ao
inicio da produgéo do histamina. A origem da histamina ocorre na descarboxilagéo
do aminoacido histidina, através da enzima histidina-descarboxilase. Parte da
histamina provém da autblise microbiana, principalmente da familia
Enterobacteriaceae (RODRIGUES, 2007).
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A manipulacdo do pescado fora das condi¢des ideais de refrigeracdo permite
que bactérias contaminantes consigam se multiplicar e promover a formacdo da
histamina, pois no crescimento, algumas delas produzem a enzima histidina-
descarboxilase. A histamina é formada em consequéncia do abuso do bindmio
tempo/temperatura em certas espécies de pescado, ou seja, quando o pescado é
exposto a altas temperaturas por muito tempo (ibid.).

Importante também observar as caracteristicas do pescado, que sao
determinadas pelo exame sensorial, pois sdo as que mais se alteram no inicio da
decomposicdo (BRASIL, 1997).

O peixe fresco, conforme o artigo 442 do RIISPOA (ibid.), tem as seguintes
caracteristicas: “superficie do corpo limpa, com relativo brilho metalico; olhos
transparentes, brilhantes e salientes, ocupando completamente as Orbitas; guelras
roseas ou vermelhas, umidas e brilhantes com odor natural, proprio e suave; ventre
rolico, firme, ndo deixando impressdo duradoura a pressédo dos dedos; escamas
brilhantes, bem aderentes a pele e nadadeiras apresentando certa resisténcia aos
movimentos provocados; carne firme, consisténcia elastica, de cor prépria a espécie;
visceras integras, perfeitamente diferenciadas; anus fechado; e cheiro especifico,
lembrando o das plantas marinhas”.

Considerando os diversos fatores apontados, tornam-se necessarios a
aplicacdo das Boas Praticas de Manipulacdo alinhadas a outras ferramentas de
controle de qualidade em todas as etapas do processamento do pescado
(RODRIGUES, 2007).

2.2 CONTAMINACAO MICROBIOLOGICA DO PESCADO

Doencas veiculadas pelo consumo de pescado sdo causadas por agentes
bioldgicos, quimicos e fisicos. Os agentes biologicos sao bactérias, virus e parasitas.
As bactérias podem ser associadas ao ambiente aquatico habitado pelo pescado,
como os vibrios (Vibrio parahaemolyticus, V. cholerae), Listeria spp., Clostridium
botulinum, ou associados a contaminagdo, como Salmonella spp., Shigella spp.,
Escherichia coli e Staphylococcus aureus (SANTOS, 2010).
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Sao divididas em intoxicagcbes, como as causadas por S. aureus e C.
botulinum, e infeccbes, causadas por Salmonella spp. e Listeria monocytogenes,
entre outros. No primeiro caso, 0 agente causador é uma toxina que contamina o
peixe ou é produzida por um agente biolégico no animal. A intoxicacao ira ocorrer
mesmo que o agente produtor esteja morto, desde que previamente tenha produzido
guantidade de toxinas suficientes para iniciar o processo. No caso de infec¢bes, o
agente causal deve ser ingerido vivo, invadindo mucosas do corpo do hospedeiro
(infeccao) ou produzindo toxinas (toxi-infeccéo) (FAO, 2011).

Algumas espécies bacterianas causadoras de doencas fazem parte da
microbiota natural do pescado, como V. parahaemolyticus, L. monocytogenes e C.
botulinum, porém, de forma geral, a maioria das doencas € causada pela
contaminacgao proveniente do meio ambiente, Agua e manipuladores (ibid.)

A microbiota do pescado récem-capturado reflete a da agua onde vive.
Quanto mais poluidas as aguas, mais variada sera a microbiota. Outro importante
fator na contaminacdo do pescado € seu manejo desde o momento da captura, a
bordo e em todas as fases do processamento até seu destino final (GERMANO;
GERMANO, 2011).

Microrganismos podem ser encontrados normalmente nas superficies
externas (pele, brdnquias e muco) e nos intestinos de peixes vivos e recém-
capturados. Teoricamente, os tecidos internos de peixes vivos sdo considerados
esteréis (JAY, 2005).

Dados da Secretaria de Vigilancia em Saude demonstraram que, no periodo
de 2000 a 2011, ocorreram no Brasil 7.234 surtos de doencas alimentares, sendo 87
em pescado, frutos do mar e processados. Do total de surtos, predominou-se como
agentes etioldégicos as bactérias Salmonella spp. (1.660 surtos), Staphylococcus
aureus (799 surtos) e Escherichia coli (411 surtos), além de outras bactérias com
percentuais menos expressivos (SECRETARIA DE VIGILANCIA EM SAUDE, 2011).

A sequir, sdo descritos grupos, géneros e espécies bacterianas encontrados

em pescado, considerados deterioradores e/ou agentes etiologicos de doencas.
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2.2.1 Bactérias mesofilas e psicotroéficas

Bactérias podem ser classificadas quanto a faixa de temperatura de
crescimento. As bactérias aerdbias mesdfilas se desenvolvem na presenca de
oxigénio, multiplicam-se sob temperaturas de 20 a 45°C, tendo a temperatura Otima
entre 30 a 45°C (SIQUEIRA,1995). Entre os mesdfilos, encontra-se a maioria dos
microrganismos que comumente degradam os alimentos e que s&do patogénicos
(TORTORA et al., 2003).

O grupo conhecido como psicrotréficos € aquele capaz de se desenvolver em
temperaturas abaixo de 7°C. A acéo deterioradora das bactérias psicrotroficas se
deve principalmente a producdo de proteases, lipases e fosfolipases. De forma
geral, ndo sobrevivem aos tratamentos térmicos, porém, muitas de suas enzimas
hidroliticas séo termorresistentes (SGRHOUG; STEPANIAK, 1997).

A presenca de bactérias mesofilas em grande nimero em um alimento é
indicativa de matéria-prima excessivamente contaminada; limpeza e desinfeccéo de
superficies inadequadas; higiene insuficiente na producdo ou conservacao dos
alimentos; condi¢Bes inadequadas de tempo/temperatura durante a producdo ou a
conservacdo dos alimentos, ou uma combinacdo destas circunstancias
(SIQUEIRA,1995).

Na Resolucdo RDC n° 12 da ANVISA (BRASIL, 2001), legislacdo brasileira,
sao estipulados limites maximos de crescimento de bactérias em diferentes matrizes
alimenticias e ndo contempla padrbes para as analises de CBHAM e CBHAP. Para
tais, usa-se como referéncia o limite de 10" UFC.g™ (7 log UFC.g™), estabelecido por
legislag&o internacional (ICMSF, 1986).

Existem fatores que influenciam os resultados da metodologia de Contagem
Padrdo em Placa: trata-se de meio pouco seletivo, permitindo a multiplicacdo de
microrganismos naturais do pescado, de agentes ambientais e que pouco
representam risco sanitario ao produto; células estressadas presentes no produto
podem n&do se multiplicar in vitro. Sob essas consideracdes, esta categoria de
analise microbioldgica ndo é decisiva para o reconhecimento do produto proprio ou
impréprio para consumo, mas sim indicativa das condi¢cbes gerais de higiene nas

quais o produto foi produzido, obtido e/ou processado (VIEIRA et al., 2004).
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Lira et al. (2001), em estudo sobre avaliacdo de qualidade de pescado
comercializado em Maceio, Alagoas, observaram que algumas amostras
apresentaram nimero de mesoéfilos superior a 10° UFC/g e ndo estavam com 0s
caracteres sensoriais alterados, enquanto que outras, com valores inferiores, eram
desclassificados na anélise sensorial.

Portanto, a contagem de mesofilos esté relacionada com a qualidade sanitaria
dos alimentos, podendo ser utilizada para indicar deficiéncia no armazenamento em
relacdo ao bindbmio tempo/temperatura, e a contagem de psicotréficos permite
avaliar o grau de deterioragdo de alimentos refrigerados (FRANCO; LANDGRAF,
2005).

Na literatura, encontram-se comumente estudos de avaliacdo microbiolégica
em pescado com as contagens das referidas bactérias. Sdo observados estudos
com valores dentro do estipulado, assim como trabalhos onde os valores
encontrados foram superiores, conforme descrigcao abaixo.

Em Portugal, Fontes et al. (2007), verificaram que todas amostras
apresentaram contagens de microrganismos psicotréficos abaixo da grandeza 10’
UFCl/g, valor estipulado por legislacéo internacional (ICMSF, 1986), em estudo sobre
pescado fresco do comércio varejista.

Em pesquisa de parametros de qualidade de pescada (Macrodon ancylodon)
em Sao Paulo, Martins (2011) constatou que, em relagcdo aos microrganismos
mesodfilos, todos elementos amostrais apresentaram resultados dentro dos limites
preconizados pelo ICMSF (1986), ao tempo que, quanto a CBHAP, os valores foram
superiores em 25% das amostras. O mesmo ocorreu em estudo de Librelato e
Shikida (2005) sobre a qualidade do filé da tilapia comercializado em Toledo,
Parand. Na CBHAM, os resultados obtidos foram inferiores & ordem de 10° UFC/g
de amostra, enquanto que o0s niveis de microrganismos psicotroficos foram
superiores aos de mesdfilos.

Na avaliacdo da validade comercial do atum (Thunnus atlanticus) resfriado,
Andrade (2006) obteve em exemplares sem pele resultados dentro dos limites
estipulados por ICMSF (1986) na CBHAM (3,76 log UFC) e CBHAP (5,13 log UFC).
Entretanto, nas amostras com pele, os resultados encontrados no dia zero foram de
8 log UFC na CBHAM e 9 log UFC na CBHAP.
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Dams et al. (1996), em estudo da qualidade microbiolégica da pescadinha
(Cysnoscion striatus) inteira e em filés em Floriandpolis, encontraram valores dentro
dos padrdes estipulados em anélises de CBHAM e CBHAP.

Barreto et al. (2012), na avaliacdo de pescado comercializado no municipio de
Cruz das Almas, Bahia, obtiveram a quantificacdo de mesdfilos bastante elevada
nas amostras frescas, acima dos padrdes internacionais. Haida e Muller (1984), em
estudo bacteriologico de sardinha (Sardinella aurita) in natura comercializada em
Londrina, Parana, também relataram quantificacdes elevadas em CBHAM e CBHAP
(HAIDA; MULLER, 1984).

Silva (2010), em estudo de validade comercial de sardinhas verdadeiras
(Sardinella brasilienses) e sardinhas boca-torta (Cetengraulis edentulus) no estado
do Rio de Janeiro, obteve inicialmente valores adequados ao estipulado pela
legislacdo internacional (ICMSF, 1986) na CBHAM e CBHAP. Somente foram
atingindos valores acima da grandeza de 10’ a partir do 14° dia, em relacéo as na
CBHAM, e 8° dia de estocagem, na CBHAP.

2.2.2 Salmonella spp.

O género Salmonella spp. inclui varias espécies patogénicas para 0s
humanos e os animais. S&o microrganismos bastonetes Gram-negativos, nao
esporulados e, embora facultativos, crescem bem em meios comuns na presenca de
oxigénio livre (PELCZAR et al., 1981).

A bactéria multiplica-se em temperaturas entre 7°C e 46°C, e em quatro horas
o alimento contaminado se transforma em alimento infectante. Acima de 60°C por
doze minutos, ocorre a destruicdo bacteriana e, abaixo de 7°C, ndo ocorre
multiplicacdo do microrganismo (GERMANO, GERMANO, 2011).

O género Salmonella esta agrupado em duas espécies, S. enterica e S.
bongori, divididas em cinco subespécies (JAY, 2005), possuindo 2.610 sorovares. A
maioria é classificada como S. entérica (RODRIGUES, 2011).

As salmonelas sdo amplamente distribuidas na natureza, sendo o principal
reservatorio destas bactérias o trato intestinal dos humanos e animais de sangue

guente e de sangue frio, exceto peixes, moluscos e crustaceos, 0s quais podem
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contaminar-se apos a pesca. As aves Sdo 0s reservatorios mais importante desse
microrganismo (VIEIRA et al., 2004).

Consideradas uma das causas mais importantes das doencas alimentares, as
salmoneloses sdo infec¢cdes causadas pelas bactérias do género Salmonella. A
contaminacdo de produtos alimenticios como o pescado pode ocorrer por
manipulagdo ou contaminagéo cruzada desde o barco de pesca, plantas industriais
até o ponto de venda. O consumidor de alimentos mal cozidos ou crus (sushi e
sashimis) sdo expostos as infeccbes causadas por essas bactérias (GERMANO,;
GERMANO, 2011; VIEIRA et al., 2004).

O quadro de infeccao gastrointestinal da salmonelose € a manifestacdo mais
comum de infeccdo por Salmonella spp. A sintomatologia refere as dores
abdominais, diarréia, febre baixa e vomito, sendo raros os casos clinicos fatais. O
periodo de incubacdo € de seis horas ap0s a ingestdo do alimento contaminado,
podendo durar os sintomas até 72 horas. O episddio geralmente sofre resolugdo em
dois a trés dias, ndo necessitando de tratamento com antibioticos (GERMANO;
GERMANO, 2011).

Na infeccdo por Salmonella spp., a sintomologia caracteristica da doenca
ocorre dependendo de fatores como o tipo de alimento e a espécie de Salmonella
envolvida. As espécies que sdo adaptadas aos seres humanos necessitam de uma
dose infectante muito menor em relacdo aquelas que ndo sédo adaptadas para gerar
quadro sintomatologico. Entretanto, a doenca pode levar a 6bito a pessoas com
menor resisténcia as infec¢cdes, como criangas, idosos ou imunocomprometidos,
(ibid.).

Na Resolugdo RDC n°® 12 da ANVISA (BRASIL, 2001) é estipulado como
padrdo para Salmonella spp. em todas as matrizes alimenticias, incluindo pescado,
a auséncia do microrganismo em 25 g de amostra.

Conforme Huss (1997), peixes e mariscos sao responsaveis apenas por uma
pequena percentagem do numero total de casos de Salmonella spp. referidos nos
Estados Unidos e em outros paises. Na maior parte dos relatorios, € indicado que o
pescado € um veiculo de Salmonella spp. menos freqliente do que outros produtos
alimentares.

Damasceno (2009), em estudo com 39 amostras de salmé&o eviscerado e
resfriado de estabelecimentos varejistas em Belo Horizonte, MG, n&o obteve

resultados positivos para Salmonella spp.



27

Resultados negativos para Salmonella spp. foram encontrados em estudo
com filés de peixe congelados distribuidos na cidade de Botucatu, S&o Paulo
(SOARES et al.,, 2011). Haida e Muller (1984) ndo detectaram a bactéria na
avaliacdo bacteriolégica de sardinha (Sardinella aurita) in natura comercializada em
Londrina, Parana.

Martins (2011), avaliando a qualidade de pescada (Macrodon ancylodon)
oriundas de Sdo Paulo, também encontrou amostras negativas em todos os
elementos amostrais (100%) em relacdo ao microrganismo.

Porém, ha diversos relatos bibliograficos da presenca da Salmonella spp. em
pescado.

Em estudo avaliando microbiolégicamente pescadinha (Cysnoscion striatus),
Dams et. al (1996) relataram 20% das amostras inteiras in natura com presenca de
Salmonella spp.

Jay (2005) afirmou que analise de mariscos da costa da Florida apresentaram
em 43% das amostras a presenca de Salmonella spp. Youssef et al. (1992),
verificaram a presenca do microrganismo em 3,9% das amostras de tilapia no Egito

Na avaliacdo de parametros bacteriologicos em mexilhdo (Perna perna)
submetidos a irradiacdo gama, provenientes de mitilicultura da Baia de Ilha Grande,
Rio de Janeiro, Calixto (2010) identificou 21 colonias com presenca do
microrganismo, em um propor¢ao de 100% das amostras do grupo controle e 40%
das amostras dos dois grupos irradiados a 1,0 kGy e 1,5 kGy.

Liuson (2003) relatou resultados positivos para a bactéria em 7,8% das
amostras de tilapias oriundas de pesqueiros em S&o Paulo, assim como Alvares et
al. (2008), que constataram em 36,4% das amostras de pescado comercializado na
grande Séo Paulo; Lobo (2009) obteve resultados positivos em 83,3% das amostras

de seu estudo com pescado fresco comercializado na Bahia.

2.2.3 Coliformes termotolerantes

Sao bacilos Gram-negativos, ndo esporulados, capazes de reduzir nitrito a
nitrato e fermentar a lactose com producédo de gas quando incubadas por 24 a 48
horas em temperaturas de 44,5 a 45,5°C (FRANCO; LANDGRAF, 2005). A atividade
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minima de agua necessaria para o crescimento € igual a 0,95 e a faixa de pH deve
se situar entre 4,4 e 8,5 (WHO, 2008).

O grupo dos coliformes fecais € composto por trés géneros de bactérias,
Escherichia, Klebsiella e Enterobacter. A Escherichia coli possui como habitat
primario o trato intestinal dos humanos e de animais. Os outros dois géneros podem
ser encontrados no ambiente, em vegetais e solo e na agua (VIEIRA et al., 2004). A
presenca de coliformes totais no alimento ndo indica, necessariamente,
contaminacdo fecal, pois podem estar presentes no solo ou em vegetais (JAY,
2005).

A E. coli é a principal bactéria do grupo dos coliformes fecais. E associada a
diarréias, podendo apresentar quadros graves, como colite hemorragica, septicemia
e sindrome urémica-hemolitica (GERMANO; GERMANO, 2011). A presenca dessa
bactéria em pescado esta relacionada a contaminacdo fecal da agua do local de
pesca ou area de cultivo e ao transporte e manuseio. Quando presente em peixes e
outros organismos marinhos, estabelecem-se na sua superficie e trato intestinal
(VIEIRA et al. 2004).

E um microrganismo que pode ser isolado de ambientes poluidos por matéria
fecal ou esgotos, onde consegue se multiplicar e sobreviver durante um longo
periodo neste ambiente. No entanto, foi demonstrado que a E. coli pode ser
igualmente encontrada em aguas tropicais quentes ndo poluidas, onde pode
sobreviver indefinidamente (HUSS, 1997).

Franco e Landgraf (2005) relataram que a pesquisa de coliformes fecais nos
alimentos fornece, com maior segurancga, informacdes sobre as condi¢des higiénico-
sanitarias do produto e melhor indicacdo da eventual presenca de enteropatégenos.
No entanto, é importante lembrar que cepas de Enterobacter e Klebsiella, incluidas
nesse grupo, podem apresentar origem ndo-fecal, no caso de a analise efetuada
buscar a determinagao de coliformes de origem gastrointestinal.

Além disso, a E. coli ndo € um bom indicador de contaminacédo fecal em
ambientes marinhos por ndo resistir a salinidade da agua do mar e exposi¢édo ao sol
(VIERA et al., 2004).

N&o ha indicacdo de que o pescado seja uma fonte importante de infeccao
por E. coli. A maior parte das infeccbes parece estar relacionada com a
contaminacdo de agua ou com o manuseio do produto alimentar em condi¢cées ndo
higiénicas (HUSS, 1997).
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Conforme a legislacdo brasileira vigente (BRASIL, 2001), ndo é estipulado
limites maximos para coliformes fecais na matriz alimenticia do presente estudo.
Porém, muito comumente, utiliza-se o padréo estipulado por ICMSF, (1986), que
preconiza, em uma amostragem representativa de cinco amostras, a tolerancia de
trés apresentando valores entre 11 e 500 NMP/g.

Geralmente, na literatura, em estudos de avaliacdo microbiolégica em
pescado, € realizado analises pertinentes a contagem de coliformes fecais. Em
alguns, é possivel observar que os valores encontrados estavam abaixo do limite
preconizado por ICMSF (1986).

Soares et at. (2011) concluiram em estudo com filés de peixes congelado em
Botucatu, Sdo Paulo, que as amostras estavam em condicbes sanitarias
satisfatorias, por apresentar resultados de coliformes a 45°C entre 0 a 1,9 log UFC/g.

Em avaliagdo de “sashimis” de atum comercializados em Recife, Moura Filho
et al. (2007) retrataram resultados com varia¢des entre < 0,03 e 2,4 NMP/g. Valores
minimos de 3,0 NMP/g de coliformes totais e termotolerantes foram encontrados por
Vieira et al. (2000), analisando 60 amostras coletadas ao longo da cadeia produtiva
de filés de tilapia congelados em um frigorifico em Campina Grande, Paraiba.

Dams et al. (1996) constataram que auséncia de coliformes de origem fecal
em todas as amostras da pescadinha (Cysnoscion striatus), em Florianépolis.

Também é possivel observar estudos retratando altos niveis de coliformes
termotolerantes em pescado encontrados em literatura.

Martins (2011), em pesquisa de parametros de qualidade da pescada
(Macrodon ancylodon), encontrou 1,67% dos elementos amostrais apresentando
valores acima do estabelecido pelo ICMSF (1986), assim como Forcelini (2009), que
obteve valores maximos em amostras de ostras entre 1176, 276 NMP/g no ponto
interno e 413,576 NMP/g no ponto externo da Baia de Guaratuba, Parana.

Dias (1998) verificou valores de coliformes termotolerantes superiores ao
limite maximo permitido em 60% das amostras ao avaliar microbiologicamente 50
amostras de “sushis” e “sashimis” de restaurantes do Rio de Janeiro.

Em estudo de pescado fresco comercializado em Feira de Santana, Bahia,
foram encontrados em 100% das amostras coletadas numeros elevados de
coliformes totais e termotolerantes, com valores acima de 1,1 x 10° NMP/g de
alimento (LOBO, 2009).
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2.2.4 Vibrio parahaemolyticus

O Vibrio parahaemolyticus é uma bactéria Gram negativa que se apresenta
na forma de bastonetes curtos. E anaerdbio facultativo e mesofilo, podendo crescer
em temperaturas entre 10 a 42°C. Possui crescimento ideal em temperaturas de 35
a 37°C (VIEIRA et al., 2004).

Cresce em faixa de pH entre 6 e 11, possuindo pH 6timo de crescimento a 7,6
(WHO, 2008). Apresenta halofilismo restrito, exigindo um minimo de 1% de cloreto
de sédio (NaCl) para crescimento em condi¢cdes de isolamento e identificacéo (ibid.).

O ambiente marinho é habitat natural do V. parahaemolyticus. Em meses
frios, utiliza o lodo marinho como reservatério, e em temperaturas mais quentes, €
encontrado livremente na agua do mar ou peixes e moluscos, por serem
microrganismos mesofilos (CVE, 2008).

E isolado de &guas da costa e de estuarios, sedimentos, alimento marinhos
como peixes, crustdceos e moluscos, principalmente nos meses mais quentes do
ano quando a temperatura do mar € mais elevada, sugerindo uma caracteristica de
sazonalidade (ICMSF, 1986). Segundo Vieira et al. (2004), encontra-se comumente
em regides tropicais e subtropicais, possuindo distribuicdo cosmopolita.

Os moluscos bivalves, por serem animais filtradores, possuem caracteristica
concentradora e podem ser utilizados de forma bastante eficaz para o
monitoramento de poluicdo ambiental (LIRA et al., 2001). Sdo animais macréfagos
gue se alimentam de particulas e microrganismos em suspensao na agua. O
processo de filtracdo permite a retencdo e acumulo de poluentes e bactérias
patogénicas ao homem (RIPPEY, 1994).

Comumente, encontram-se relatos mundiais da presenga do microrganismo
em moluscos bivalves. Em 1998, o V. parahaemolyticus foi o agente etiol6gico de
um surto envolvendo 23 pessoas que moravam em Nova Jersey e Nova lorque, as
quais se alimentaram com ostras cruas e moluscos provenientes de Long Island,
Nova lorgue. No ano de 1997, em Washington, Oregon e Califérnia, o V.
parahaemolyticus fez 209 vitimas decorrente da ingestdo de ostras cruas
contaminadas (JAY, 2005).

Pereira et al. (2007) constataram resultados positivos em 11,6% amostras in

natura em estudo com mexilhdes (Perna perna) em Niterdi, Rio de Janeiro. Em
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analise da qualidade microbiolégica de ostras (Crassostrea gigas) produzidas e
comercializadas em Florianopolis, foi detectada a presenca de V. parahaemolyticus
em nove das 90 amostras coletadas (PEREIRA et al,. 2006).

Os fatores de patogenicidade do agente estédo relacionados a capacidade da
bactéria de produzir enzimas hemoliticas citotoxicas denominadas hemolisina
termoestavel direta (do inglés TDH) e hemolisina termoestavel relacionada com TDH
(do inglés TRH), promovendo o fenbmeno designado como Kanagawa (HONDA et
al., 1988). No entanto, a patogenicidade também é atribuida a capacidade de
invasdo do agente em células epiteliais intestinais (AKEDA et al., 1997).

No Japédo, o microrganismo tem sido responsavel por até 60% dos incidentes
de intoxicacdo e infeccdo alimentar, onde grande quantidade de produtos marinhos
é consumida crua (SA, 2004). Em Hong Kong, em uma avaliacdo realizada no
periodo de 1999 a 2003 pelo Departamento de Higiene Ambiental e Alimentar, foi
demonstrado no pescado o isolamento do microrganismo em 313 (56,7%) dos casos
confirmados, dentre 1.465 (53,8%) pessoas afetadas (FEHD, 2005).

Os sintomas mais comumente descritos e associados com infecces
causadas por V. parahaemolyticus séo: diarréia, cdibras abdominais, nausea,
vomito, cefaléia, febre e calafrios (VIEIRA et al., 2004). Diarréia com sangue ou
muco pode ser observada. Geralmente, € um processo leve a moderado, embora
alguns casos sejam graves. Tem como duracdo de dois a sete dias. O periodo de
incubacdo é entre 12 a 24 horas apds ingestdo do alimento contaminado (CVE,
2008).

Nenhuma correlacdo tem sido observada entre a presenca de V.
parahaemolyticus e coliformes fecais, ou qualquer outro indicador de poluicéo.
Entretanto, existe uma comprovada variacdo sazonal no isolamento dessa bactéria
do ambiente, principalmente em aguas temperadas, além de uma forte influéncia da
temperatura da é&gua, salinidade e associagdo com organismos plancténicos
(VIEIRA et al., 2004).

Na literatura, ha relatos da ocorréncia de V. parahaemolyticus em pescado
em diversos paises, inclusive no Brasil.

Em estudo da avaliagcdo da qualidade de pescado na Croéacia, Jaksic et al.
(2002) obtiveram a presenca do agente em 11 amostras. Hofer e Silva (1986)

constataram que, de 82 peixes marinhos de diferentes espécies, capturados na faixa
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de litoral compreendida entre Bahia e Rio Grande do Sul, 54,8% apresentaram
resultados positivos.

Chen (2004) obteve cerca de 4% de amostras positivas avaliando a qualidade
de atum (Thunnus spp.) comercializado em Sao Paulo.

Casos de diarréia foram associados ao consumo de mariscos e peixes
contaminados por V. parahaemolyticus no Recife (MAGALHAES et al.,1991). Matté
et al. (2007) avaliaram a distribuicdo de espécies de vibrios potencialmente
patogénicos em pescado, e de 25 amostras de peixes e frutos do mar, foram
observadas 4 (16%) para V. parahaemolyticus.

Importante relatar que algumas pesquisas constam a auséncia do
microrganismo em pescado cru e fresco. Na avaliagcdo de “sashimis” de atum
comercializados em Recife (MOURA FILHO et al., 2007), a bactéria nao foi
identificada nas amostras, sendo observado somente a presenca de outras cepas de
Vibrio spp. nas amostras de todos os restaurantes estudados. Albuquerque et al.
(2006) relataram também a auséncia do microrganismo em estudo com 30 amostras
de “sushis” comercializados em cinco estabelecimentos em Fortaleza, Ceara.

Dams et al. (1996) ndo constataram a presenca de V. parahaemolyticus na
amostragem, em estudo realizado com pescadinha (Cysnoscion striatus) em
Floriandpolis. Silva (2007) também n&o encontrou a bactéria em analise de

qualidade sanitaria de peixes comercializados na cidade de Sdo Paulo.

2.2.5 Staphylococcus coagulase positiva

Staphylococcus spp. sdo cocos pequenos, esféricos, imoveis, Gram-
positivos, que tendem a formar agrupamentos de cachos de uva, podendo se
apresentar também isolados e em grupos de dois ou quatro. S&o anaerébios
facultativos, com maior crescimento sob condi¢cdes de aerobiose (VIEIRA et al.,
2004).

As bactérias desse género sdo mesofilas, apresentando temperatura de
crescimento na faixa de 7,0 a 47,8°C, com o 6timo na faixa de 30 a 37°C. Produzem
enterotoxinas em temperaturas entre 10 e 46°C, com 6timo entre 40 e 45°C (ibid.).
Crescem em faixa de pH entre 4,0 e 9,3, com faixa 6tima entre 7,0 e 7,5. A atividade
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de agua minima necessaria € 0,83 (WHO, 2008). Sdo halotolerantes, podendo
resistir a concentracdes de 10 a 20% de NaCl presente em alimentos (FRANCO;
LANGRAF, 2005).

Segundo Jay (2005), ndo sdo bons competidores com outras bactérias.
Assim, raramente causam doenca alimentar ap0s ingestdo de produtos crus por
muitas vezes ter seu crescimento inibido. O microrganismo é inativado rapidamente
pelo calor, mas é resistente a secagem e tolerante a altas concentracfes de sal.

Os estafilococos possuem como habitat a pele, as glandulas e as membranas
mucosas de mamiferos e aves, podendo ser encontrados em diferentes regifes do
corpo como garganta, faringe, glandulas mamarias, trato intestinal e urinario (VIEIRA
et al., 2004).

Segundo Vieira et al. (2004), a presenca de S. aureus no ambiente marinho
tem sido relacionada ao numero de banhistas, podendo ser considerada um
indicador de risco para a pele, olhos e ouvidos. A resisténcia de S. aureus na agua
do mar (por até 96 horas), justificam a presenca como indicadora de poluicédo
antropica.

O pescado pode estar contaminado com Staphylococcus spp. provenientes
de manipuladores infectados ou do ambiente. Essa bactéria produz um certo nimero
de enterotoxinas quando se desenvolve nos produtos alimentares. Estas toxinas
sdo, em geral, muito resistentes a enzimas proteoliticas e ao calor, e sdo as
causadoras das intoxicacfes alimentares pelo microrganismo (HUSS, 1997).

Os sintomas consistem em nauseas, vomitos, diarréias, dores abdominais,
dor de cabeca, sudorese, prostracdo e sede, que aparecem geralmente dentro de
quatro horas apos ingestao de alimento contaminado (JAY, 2005).

O padrdo preconizado pela legislacdo brasileira, Resolugdo RDC n° 12 da
ANVISA (BRASIL, 2001), é de no maximo 10° em pescado in natura, resfriados ou
congelados ndo consumidos crus.

Vieira et al. (2004) relataram que, dos 359 surtos de intoxicacdo alimentar e
casos esporadicos por S. aureus ocorridos na Inglaterra, apenas 7% foi proveniente
de pescado, enquanto que no Japao, no periodo de 1987 a 1996, a presenca da
bactéria foi relatada em 958 casos e 43 surtos, envolvendo pescado e frutos do mar,

podendo ser considerado indices baixos.
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Na analise de 175 amostras de pescado de Florianopolis, S. aureus foi
detectado em apenas 20% da amostragem, sendo 60% em moluscos (AYULO et
al.,1994).

Pesquisadores também observaram a auséncia da bactéria em pescado
fresco. Em estudo com amostras de salméo eviscerado e resfriado de comércio
varejista de Belo Horizonte, Damasceno (2009) ndo encontrou amostra positiva para
Staphylococcus coagulase positiva. Dams et al. (1996) obtiveram auséncia do
microrganismo avaliando pescadinha (Cysnoscion striatus). Soares et al. (2011),
também ndo encontraram a bactéria avaliando filés congelados de pescado em S&o
Paulo.

Ha poucos relatos de sua presenca em altos niveis de contaminagdo no
pescado fresco. Haida e Muller (1984) obtiveram 45,30% de amostras de sardinhas
comercializadas em Londrina, Parana, positivas para o microrganismo, com valores
acima da ordem de 10° UFC/g.

2.2.6 Legislacdes nacionais e internacionais

Na Resolucdo RDC n°® 12 da ANVISA (BRASIL, 2001), legislacdo brasileira,
sdo estipulados limites maximos de crescimento de microrganismos em diferentes
matrizes alimenticias, incluindo o pescado.

Porém, para o pescado fresco, h& legislacdes internacionais que, quando
utilizadas, servem como base de comparacdo e complementacao para os padrbes
brasileiros.

Os quadros 1 e 2 constam limites maximo estipulados por legislacdes

nacionais e internacionais para diferentes analises microbioldgicas em pescado.
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Quadro 1: Padrdes bacteriol6gicos estipulados para CBHAM, CBHAP, coliformes termotolerantes e S.
coagulase positiva em pescado.

Limites méaximos estabelecidos
Localidade CBHAM Coliformes S. coagulase Autor(es)
CBHAP termotolerantes positiva
Brasil - - 10° UFC/g BRASIL, 2003
ICMSF 10" UFClg 11 a 500 NMP/g - ICMSF, 1986
FAO 10" UFClg 100 NMP/g 10° UFC/g HUSS, 1997
Africado . ] AFRICA DO SUL,
10° UFC/g <10 NMP/100 g Ausénciaem 20 g
Sul 2000
Nova . s s NOVA ZELANDIA,
L 10° UFC/g 10° UFC/g 10° UFC/g
Zelandia 1995
Japao* 10* UFC/g Negativo - FAO, 2005
Hong 6 HONG KONG,
< 10° UFC/g - < 20 NMP/g
Kong** 2001

* Para pescado para consumo cru (filés de peixe, moluscos bivalves desconchados, alimentos
congelado de peixe.

** Para crustaceos, outros peixes cozidos, “sashimi/sushi” de filé de peixe ou com ovas, farinha de
pescado.

Quadro 2: PadrBes bacteriologicos estipulados para Salmonella spp. e V. parahaemolyticus em

pescado.

. Limites maximos estabelecidos
Localidade i Autor(es)
Salmonella spp. V. parahaemolyticus
Brasil Ausénciaem 25 g - BRASIL, 2003
ICMSF - 10° UFC/g*** ICMSF, 1986
FAO 10° UFClg 10° UFC/g HUSS, 1997
Africa do ) . <
sul Ausénciaem 20 g Ausénciaem 20 g AFRICA DO SUL, 2000
u
Nova R
) Auséncia - NOVA ZELANDIA, 1995
Zelandia
Japéo* - 100 NMP/g FAO, 2005
Hong o
Ausénciaem 25 g 100 NMP/g HONG KONG, 2001
Kong**

** Para pescado para consumo cru (filés de peixe, moluscos bivalves desconchados, alimentos
congelado de peixe.

** Para crustaceos, outros peixes cozidos, “sashimi/sushi” de filé de peixe ou com ovas, farinha de
pescado.

***Para peixes que habitam aguas quentes e costeiras, principalmente destinados ao consumo cru.
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2.3 ABIOLOGIA DO CACAO

O tubardo, também conhecido como cacdo, pertence a classe
Chondrichthyes, cuja caracteristica principal € o esqueleto cartilaginoso e ndo 6sseo,
e a subclasse Elasmobranchii, onde sdo divididos em 35 familias e 465 espécies
com caracteristicas muito variadas. Sao peixes predadores, sendo os principais de
sua comunidade (MACEDO, 2010).

Ha inumeras diferencas entre os cacdes e 0s demais peixes 0sseos. Além do
esqueleto, como citado anteriormente, sua pele possui escamas placoides, de
origem dermo-epidérmica, a boca é ventral, ndo possui bexiga natatéria, suas
nadadeiras sao heterocercas, assim como possui o clasper, e sdo ovoviviparos.

Segundo Macedo (2010), a manutencdo de seu equilibrio osmaético é feita
com auxilio da presenca de uréia e o0xido de trimetilamina em seu sangue e tecidos.
N&o possui o trato urinério usual, entdo a uréia presente no sangue, subproduto nao
toxico do metabolismo, € excretada através da pele, e ap6s a captura deve ser
eliminada pela sangria. No quadro 3, constam algumas diferengas existentes entre

0S peixes 0sseos e cartilaginosos.

Quadro 3: Diferencas entre peixes 6sseos e cartilaginosos.

Peixes 6sseos Peixes cartilaginosos
Esqueleto 6sseo Esqueleto cartilaginoso
Escamas meso-dérmicas Escamas placoides de origem dermo-epidérmica
Boca frontal Boca ventral
Nadadeiras homocercas ou dificercas Nadadeiras heterocercas
Presenca de bexiga natatoria Auséncia de bexiga natatdria
Fecundacéo externa Fecundacdo interna - machos: presenca de
clasper
1 par de branquias com guelras 5 a 7 pares de branquias sem guelras
Excre¢do de amonia Excrecéo de uréia

ApOs a pesca, a uréia é transformada por bactérias em amonia, toxica, e por
isso a validade do produto fresco € bem pequena. Logo, 0 manuseio improprio pode
levar a odor e gosto forte de aménia (VANNUCCINI, 1999).
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Em etapas posteriores, as enzimas proteoliticas que 0s microrganismos
segregam atacam as proteinas (degradacdo protéica), ocasionando um
amolecimento gradual da carne (VIEIRA et al., 2004). Além disso, os cacdes, por
serem predadores e estarem no topo da cadeia alimentar, podem acumular altas
concentracdes de compostos potencialmente toxicos.

E um recurso marinho valioso, que sustenta a pesca em Varios paises, com
altos numeros de producao (explotacao) (ibid.).

A carne de cacdo possui valor comercial, sendo uma importante fonte de
proteinas. Possui bom aproveitamento industrial, pois além das véarias formas de
processamento de sua carne (resfriada, congelada, salgada seca, salmourada e
defumada), também as barbatanas, para a fabricacdo de sopa, considerada
afrodisiaca em paises asiaticos, tém alto valor agregado. Além disso, sua pele é
usada para fabricacdo de couro e lixa, os dentes em bijouteria e 0o 6leo de figado
com fins farmacéuticos (MACEDO, 2010). Além da utilizacdo de sua cartilagem em
industria de cosméticos, ha relatos do uso de sulfato de condroitina dela extraido,

para tratamento de osteoartrite, osteoporose e cancer (VANNUCCINI, 1999).

2.4 DADOS DE CAPTURA E COMERCIALIZACAO DO CACAO

Beirdo et al. (1996) afirmaram que, na época da publicacdo de seu artigo, 0s
cacoes eram abundantes, mas ainda pouco consumidos como alimento humano,
guando considerado o potencial de pesca da espécie. Ogawa (1973) relatou fatores
gue impediam o incremento de seu uso, sendo 0 mais importante o alto teor de uréia
contido no musculo.

Atualmente, esse quadro mudou. A captura total de elasmobranquios no
mundo, incluindo raias, quimeras e esqualos, variou aproximadamente de 839,1 a
869,5 mil toneladas ao ano, entre 2000 e 2003. No Brasil, no mesmo periodo,
produziu-se cerca de 12,8 a 21,7 mil toneladas ao ano (LACK; SANT, 2006).

Bonfil (1994) afirmou que a pesca de elasmobranquios no Brasil possui um
bom grau de estabilidade. Ap6s um inicio lento mas constante nos anos 60 e uma
gueda breve na década de 70, a captura de tubardes e raias sofreu um grande salto

no inicio dos anos 80.
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Nas estatisticas de desembarques de elasmobranquios em 1997, o Rio de
Janeiro foi superado apenas por Santa Catarina, em comparacédo entre os estados
das regides Sudeste e Sul (SBEEL, 2005).

Segundo o Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais
Renovaveis (IBAMA, 2007), a producéo de pesca marinha evoluiu no Estado do Rio
de Janeiro, entre os anos de 2001 a 2007. Em 2001, foram pescados cerca de
63.462,5 mil toneladas, enquanto em 2007, esse numero aumentou para 82.528,5
mil toneladas. No Rio de Janeiro, em 2009, a venda de pescado fresco totalizou
134.140 toneladas, considerando mercados, feiras, peixarias, restaurantes e afins e
supermercados, sendo estimado uma média anual per capita de 18,5 kg, equivalente
em “peso inteiro”, mostrando um aumento em comparagdo ao ano de 1996, que
registrou 16,4 kg (FAO, 2011).

A estatistica da “Food and Agriculture Organization” (ibid.) apontou um
consumo global de pescado em elevagao, passando de 9 kg em 1961 para 16,6 em
2004.

Em pesquisa realizada por Barroso e Wiefels (2010), registraram o custo de
R$ 22,00 em relacdo a R$/kg do filé de cacdo oferecidos em feiras livres dos
municipios de Niteréi e Rio de Janeiro no periodo de outubro de 2009, sendo
coincidente com 0s nossos registros realizados em 2010, 2011 e 2012.

Nas mesmas condicdes, o preco do filé em peixarias de Niterdi estava entre
18,00 e 24,00 reais, enquanto no Mercado S&o Pedro (Niterdi), variava entre 12,00 e
17,99 reais. Em supermercados da Baixada Fluminense, este era em torno de R$
22,00, enquanto na zona Sul do Rio de Janeiro, R$ 23,99 (ibid.)

Segundo Barroso e Wiefels (2010), o filé de cacdo se encontrava em 5° lugar
dentre pescado importado mais vendido nos supermercados do Rio de Janeiro em
2009, com 4% das vendas, mesmo existindo varios fatores que dificultam a
expansdo do comércio de pescado em supermercados, como 0 alto custo de
investimentos nas instalacdes, a pouca oferta e pouca demanda, o odor, entre
outros.

Na literatura, ndo ha estudos referentes ao filé de cacdo quanto a analise
sensorial. Porém, € observado que, de forma geral, a carne de pescado é um
alimento bastante aceito pelos consumidores.

Em estudo com matrinxd (Brycon cephalus) procedente de piscicultura, foi

verificado que a referida espécie alterou-se levemente até 20 dias de estocagem, em
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andlise de odor, sabor e textura da musculatura do animal. Foram classificadas
neste periodo de tempo como alimento classe A (especial) (BATISTA el al., 2004).

Silva (2010), analisando validade comercial de sardinhas verdadeiras
(Sardinella brasilienses) e sardinhas boca-torta (Cetengraulis edentulus) no estado
do Rio de Janeiro, realizou método de indice de qualidade e obteve inicialmente os
escores médios de 1,83 e 2,00, respectivamente.

Bernardi (2012), em avaliacdo da validade comercial de peixe-sapo (Lophius
gastrophysus), encontrou no teste de aceitacdo diferenga significativa (P< 0,05)
entre as amostras para os atributos aparéncia, sabor, textura e impresséo global e
para a intencdo de compra, observando-se melhor aceitacdo para a amostra no dia
zero, sem, contudo, haver rejeicdo dos consumidores pelas amostras no dia quatro.

Em pesquisa de prazo de validade comercial do atum (Thunnus atlanticus)
armazenado sob refrigeracdo, Andrade (2006) realizou analise sensorial em
amostras recém-chegadas no laboratério e em exemplares estocados em
temperatira de refrigeracdo por nove dias. A autora relatou que as amostras de atum
frescas obtiveram melhor aceitacdo no atributo sabor que as estocadas em gelo, e
ndo houve diferencga significativa estatisticamente em relagdo a textura e impressao
global.

Borges (2005), em estudo da qualidade da corvina (Micropogonias furnieri)
eviscerada e inteira em diferentes periodos de estocagem a temperatura de 0°C,
obteve nos dias zero, sete e 15 de estocagem sob gelo os escores de aceitacéo
entre seis e oito, e concluiu que as corvinas foram bem aceitas pelos julgadores.

Na avaliacdo da qualidade do frescor da pescada-foguete (Macrodon
ancylodon), obteve-se 60 elementos amostrais, sendo 30 em periodo de inverno e
30 no verdo. Martins (2011) relatou que, pela analise sensorial, foi confirmada
diferencga significativa entre os periodos de inverno e verdo para os atributos de
aceitacéo de aparéncia, do frescor e intencado de compra. De modo geral, a pescada
obteve avaliagcdo dos consumidores entre boa e moderada, tendo a maior parte de
respostas perante os diferentes atributos como positivas.

Fontes et al. (2007) verificaram que os produtos variaram entre “bom’e
“satisfatorio” (entre estados de frescor “6timo, “bom” e satisfatérios”) em estudo
sobre o estado de frescor de pescado comercializados no varejo de Portugal,

obtendo como resultados todas as amostras aptas para consumo.
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Além disso, o Brasil € o principal mercado para produtos de tubardo na
América Latina. Cerca de 90% dos seus desembarques sdo vendidos frescos ou
refrigerados na forma de filetes, enquanto que os produtos congelados séo
destinados a exportacdo. No ano de 1997, no Brasil, houve a importacdo de 280
toneladas de carne de tubardo no valor de U$ 352.000, e a exportagdo de 37
toneladas no valor de U$ 38.000 (VANNUCCINI, 1999).

E importante também pontuar que ndo ha um padrdo de identidade e
qualidade vigente para este alimento no Brasil, assim como ha auséncia de dados
cientificos do mesmo, o que dificulta a caracterizacdo ideal do produto relacionada a
seguranca dos alimentos.

Diferentes espécies de cacdo sdo comercializadas e normalmente
empregadas como alimento no Brasil (MORALES-AIZPURUA et al., 1999). Uma
dessas espécies, facilmente encontrada no Estado do Rio de Janeiro, mais
especificamente no municipio de Niterdi, é o ca¢do conhecido popularmente como

Anequim (Isurus oxyrinchus).

2.5 CACAO ANEQUIM (Isurus oxyrinchus)

O tubardo Anequim pertence a Subclasse Elasmobranchii, Superordem
Selachimorpha, Ordem Lamniformes, Familia Lamnidae, Género Isurus, sendo da
espécie Isurus oxyrinchus (Rafinesque, 1809). E conhecido na lingua americana
como “Shortfin Mako Shark” (Fig. 1).

Fig. 1: Um exemplar de Cacg&o Anequim.
Fonte: Enciclopedia (2006).
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E uma espécie de grande porte que se distribui em aguas tropicais e mares
quentes temperados de todos os oceanos no ambiente pelagico, sendo encontrados
desde a superficie até profundidades de 150 metros, usualmente em temperaturas
acima de 16°C (Fig. 2) (COMPAGNO, 2002).
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Fig. 2: Distribuicdo geogréfica do Cagdo Anequim.
Fonte: Enciclopedia (2006).

E encontrado em todo o mundo (NEW BRUNSWICK, 2011). No Atlantico
ocidental, pode estar distribuido a partir da Argentina e no Golfo do México. Em
dguas canadenses estes tubardes ndo sao abundantes por preferirem &guas
quentes, mas também nao sdo raros.

Possui corpo fusiforme, um longo focinho cénico, cujo inferior € branco, curtas
barbatanas peitorais e uma nadadeira caudal em meia-lua. Ha uma quilha distinta na
base caudal, ndo apresentando quilhas secundarias na base da nadadeira caudal. A
boca é em formato de U e seus dentes sdo longos, delgados e ligeiramente
curvados sem cuspides laterais ou serrilhas, e sao visiveis mesmo quando a boca
esta fechada. Possui uma coloragdo marcante: dorsalmente é um metélico azul
indigo, enquanto ventralmente é branco (FAO, 2012).

O Anequim pode crescer até 3,9 m. Ainda ha incerteza sobre a sua vida (til,
mas suspeita-se chegar a idades entre 11-23 anos (ibid.).

Como um dos mais rapidos tubardes no oceano, esse tubardo possui uma
poderosa explosdo, que pode atingir velocidades de natacdo de até 35 km/h e pode
saltar fora da 4gua a alturas de até 6 metros (ibid.).
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Sao altamente migratorios e possuem uma tendéncia a seguir movimentos de
massas de agua quente, principalmente no verdo (COMPAGNO, 2002).

Conforme Compagno (2002), a espécie € ovovivipara, gerando até 30 filhotes
em uma ninhada. Os filhotes podem ser canibais uterinos. O nascimento ocorre
principalmente no final do inverno e inicio do ver&o nos dois hemisférios. Estimativas
do periodo de gestacdo variam, mas € sugerido que pode ser de 15 a 18 meses
dentro de um ciclo reprodutivo de trés anos, incluindo um intervalo de um ano entre
as gestacoes.

Os Anequins podem amadurecer com uma idade minima de 7 a 8 anos,
baseado na adicdo anual dos anéis de crescimento no centro vertebral (ibid.).

Sua dieta consiste principalmente de peixes 0sseos, incluindo cavalas, atuns,
bonitos e espadarte, mas também podem comer outros tubardes, lulas e tartarugas
marinhas, entre outros. De acordo com FAO (2012), os mamiferos marinhos, em
especial golfinhos pelagicos, sdo raramente relatados na dieta do Anequim, podendo
ser encontrados em grandes individuos da espécie.

A espécie, aparentemente, possui poucos predadores naturais, talvez por sua
velocidade alta e grande tamanho. Os principais predadores sao os seres humanos,
na forma de pesca comercial. Ndo s&o imunes a predacédo pelo tubardo branco
(Carcharadon carcharias), que é muito veloz na perseguicdo de suas presas
(COMPAGNO, 2002).

l. oxyrinchus é uma espécie de interesse comercial. Diferente da maioria dos
tubarbes, em que apenas as barbatanas sdo os subprodutos aproveitados, a carne
dele possui valor comercial relativamente alto e, portanto, também € aproveitada nas
pescarias oceanicas, sobretudo no espinhel de superficie voltado para atuns e
espadartes (CASTRO et al., 1999). A espécie também € considerada nobre na
pescaria esportiva (FAO, 2012). E importante para a pesca com espinhel pelagico,
assim como é capturado na pesca com redes de emalhar. Na pesca do atum e do
espadarte, é tido como captura acessoria (COMPAGNO, 2002).

No Brasil, a pesca oceanica com espinhel pelagico é realizada desde a
década de 1960, mas o efeito dessa atividade nas populacdes do tubardo Anequim
€ desconhecido (ICCAT, 2008). Nas regides Sul e Sudeste do pais, o tubardo
Anequim é a segunda espécie de tubardo mais capturada na pesca de espinhel,

superada apenas pelo tubardo azul, Prionace glauca (MONTEALEGRE-QUIJANO et
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al., 2007). Essa alta frequéncia de captura e o alto valor comercial tornam essas
espécies como uns dos principais alvos das pescarias oceanicas.

A espécie é considerada uma das melhores para uso na alimentacdo
humana. Por causa de seu alto valor de mercado, o Anequim geralmente € retido
em algumas frotas de pesca peldgica com altas taxas de captura acidental de
tubardes.

Estatisticas de captura do cacdo Anequim tem sido relatada a FAO somente
dos Estados Unidos na regido noroeste do Oceano Atlantico. Iniciada em 1987 e
finalizada em 1995, obteve um pico de captura em 1993 de 71 toneladas. Em 1997,
a captura desta espécie totalizou 60 toneladas, sendo dados relatados pela Nova
Zelandia, EUA e Brasil. Dados relativos deste mesmo ano demonstram que, na
Ameérica do Sul, a Argentina se encontrava como lider da pesca de elasmobranquios
com 29.000 t., seguido pelo Brasil, com 14.700 t. (VANNUCCINI, 1999). A captura
total reportada para FAO em 1999 foi de 896 t. Os paises com as maiores capturas
foram o Chile (379 t.) e Espanha (335t.) (FAO, 2012).

Segundo a Sociedade Brasileira para o estudo de Elasmobranquios (SBEEL)
(2005), o cagdo Anequim é encontrado e pescado comumente em todas as regides
brasileiras, desde o inicio da pesca de elasmobranquios oceanicos no Brasil em
1959, com o surgimento do espinhel.

Na década de 90, na pesca de espinhel de superficie em Santa Catarina, 0s
desembarques de elasmobranquios representaram 48,2% do capturado, sendo 3,7%
do total de cagéo Anequim (ibid.).

Conforme dados da pesca extrativa no Rio de Janeiro, em 2005, de um total
geral de 63.716 toneladas das principais espécies marinhas, o0 cacdo Anequim

representou um total de 2,5 toneladas de pesca industrial (ibid.).
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Fig. 3: Captura global de Isurus oxyrinchus.
Fonte: FAO (2012).

Nas décadas de 80 e 90, a exploracdo humana de tubarbes aumentou
significativamente em todo o mundo, com o resultado de que algumas espécies
estdo entre as ameacgadas de extingdo em varias areas (VANNUCCINI, 1999).

Ha varios conjuntos de dados que poderiam ser usados para avaliar o
impacto da pesca sobre os tubarbes Anequins, porém estes possuem qualidade
limitada e muitas vezes informacfes conflitantes, ndo fornecendo uma imagem clara
da situacao (FAO, 2012).

FAO (2012) relatou que o Anequim tem um potencial de recuperacao
intrinseco de médio porte. Este, juntamente com a distribuicdo mundial e a relativa
grande abundancia em algumas areas, oferece protecdo a conservacdo das
espécies a nivel global. Entretanto, como qualquer outro elasmobranquio por sua
caracteristica biolégica de baixo potencial reprodutivo, pode ser facilmente sobre-
explotado, ndo havendo o controle ideal.

Historicamente, no Noroeste do Oceano Atlantico na década de 60, a
populacdo da espécie sofreu um declinio devido as capturas intensivas
(VANNUCCINI, 1999). A espécie foi considerada em 1983 como menor risco na lista
vermelha de espécies quase ameacadas de extingdo da Unido Internacional para
Conservacdo da Natureza e Recursos Naturais (FAO, 2012). Em 1999, Castro,

Woodley e Brudeck avaliaram o estado de todas as espécies validas de tubardes
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listadas anteriormente com algumas adigcbes e mudancas, dividindo-as em dois
grupos: espécies ndo-exploradas e as exploradas, sendo este ultimo grupo dividido
em quatro categorias. O cacdo Anequim, na época, foi listado como uma espécie
explorada, pela pesca ou tomado como captura acessoria, de categoria 4, 0 que
corresponde a espécies que mostram declinios substanciais das capturas histéricas
e/lou se tornaram localmente extintas. De acordo com FAO (2012), a espécie em
questdo esta atualmente aguardando o consenso de especialistas da Unido
Internacional para Conservacao da Natureza e Recurso Naturais.

A gestdo da pesca de tubardes possui sérias dificuldades por apresentar
conhecimento limitado da biologia, tamanho e congruéncia de suas populagdes, 0
volume real da captura e de sua dinamica populacional. Sdo poucas as nacdes que
financiam pesquisas, monitoram o comércio ou realizam outros programas de gestédo
sustentavel para os tubares (VANNUCCINI, 1999). N&do existem tratados
internacionais e estratégias de gestdo para tubarbes capturados em alto-mar, e
apenas a Australia, Canad4, Nova Zelandia e EUA (costa Atlantica somente)
comecaram a gerenciar estes animais em aguas costeiras. Planos de manejo estao
em desenvolvimento no México e Africa do Sul, e restricdes a pesca do tubaréo s&o
configurados na Africa do Sul, Australia, Nova Zelandia, Unido Européia, Canada,
EUA, Brasil, Filipinas e Israel (VANNUCCINI, 1999).

A carne do cacdo Anequim é utilizada fresca, congelada, salgada e seca e
defumada para consumo humano, o 6leo € extraido para obtencdo de vitaminas, as
barbatanas s&o usadas para producdo da sopa de barbatana de tubardo, a
cartilagem é processada em couro, e maxilares e dentes usados como artefatos
(ibid.).

Vannuccini (1999) descreveu que a barbatana do I. oxyrinchus é considerada
como de primeira escolha, juntamente com as de outras espécies, como as do
tubardo-azul e tubardo-martelo. Porém, este regime ndo deve ser considerado como
uma realidade estatica em todo mundo, mas como uma tendéncia, jA que as
preferéncias de barbatanas podem mudar de um pais ou uma pessoa a outra. Brasil
e Uruguai sdo os unicos paises latino-americanos que relatam a producédo de
barbatanas de tubarédo a FAO, sendo o mercado brasileiro o principal exportador
deste produto.

Uma porcdo de 100 gramas do filé do cacdo Anequim contém 130 calorias,

4,51 g de gordura total, 0,925 g de acidos graxos saturados totais, 0 g de
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carboidratos (acUcares e fibra alimentar total), 51 mg de colesterol, 36,5 mcg de
selénio, 79 mg de sbdio e 20,98 g de proteinas (NOAA, 2011). Franco (2001) relatou
que 100 g de filé de cacdo cru contém 99,5 calorias, 24,32 g de proteinas, 0,17 g de
lipidios, 8 mg de calcio, 141 mg de fosforo e 2,23 mg de ferro. J& a mesma
quantidade de filé de cacdo dessecado contém 195,3 calorias, 46,80 g de proteinas

e 0,90 g de lipidios. Em ambas, ndo h& a presenca de glicidios.



3 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido na Faculdade de Veterindria da
Universidade Federal Fluminense (UFF) e na Faculdade de Nutricdo Emilia de Jesus
Ferreiro da UFF.

3.1 METODOLOGIA

A seguir, sdo descritas as metodologias que foram utilizadas na presente

dissertacao.

3.1.1 Coleta e transporte

No presente trabalho, foram utilizadas 17 amostras de carne de cacéao fresca,
da espécie Isurus oxyrinchus, provenientes de mercados, localizados no municipio
de Niterdi, Estado do Rio de Janeiro, Brasil.

A cada semana, foram adquiridas trés amostras, de 1,5 kg cada, sendo
observados em sua compra o pre¢co das mesmas, como estavam sendo vendidas e
sua manipulacdo (Fig. 4). Apenas na Uultima semana foram compradas duas
amostras por falta da matéria-prima.

As amostras, ao serem adquiridas, receberam como meio de identificacado
nameros sequenciais, de 1 a 17. O preco das amostras variou entre R$ 19,00 (na
data de 14/08/12) e R$ 28,00 (em 10/07/12) o quilo do filé. A coleta foi realizada as
tercas-feiras, entre 8 e 9 horas da manha.

As amostras estavam sobre gelo, com exce¢do das de namero 6, 7, 9, 10, 12
e 17, que estavam apenas sobre uma tadbua de plastico, sem gelo. Os
manipuladores comumente vestiam um avental branco, sendo que os referentes as
amostras 3, 7, 12 e 14 usavam também um boné. O manipulador da amostra 10 nao
utilizava o avental e o boné, enquanto o referente a amostra 17 estava fumando

cigarro no ato da compra.
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Fig. 4: Comercializa¢@o de uma das amostras sobre
gelo em mercado, 24/07/12.

O periodo total de compra foi do dia 10 de julho a 21 de agosto de 2012,
totalizando seis semanas de compras. Na semana de 17 a 23 de julho n&o houve a
compra das amostras por necessidade de preparo de meios de cultura para as
analises bacterioldgicas.

Na aquisicdo, as amostras foram acondicionadas em duas caixas de
poliestireno expandido com quantidade suficiente de gelo para as cobrir
completamente (gelo embaixo e acima de cada amostra) e transportadas para o
Laboratério de Controle Microbiolégico de Produtos de Origem Animal da UFF, onde
havia o preparo das amostras para realizacdo das analises bacteriolégicas. Apés o
preparo, foram acondicionadas em um freezer do Laboratério de Aquicultura da
UFF, onde foram congeladas para posterior analise sensorial.

3.1.2 Analises bacterioldgicas

As andlises foram realizadas no Laboratorio de Controle Microbiologico de
Produtos de Origem Animal do Departamento de Tecnologia de Alimentos de
Faculdade de Veterinaria da Universidade Federal Fluminense (UFF), baseadas na
IN n° 62 (BRASIL, 2003) e RDC n° 12 (BRASIL, 2001), sob orientagcdo do Prof. Dr.
Robson Maia Franco.
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Esta etapa do experimento ocorreu entre as datas de 11 de junho a 09 de
julho de 2012, com a preparacdo dos meios de cultura e materiais necessarios para
a realizacdo das analises, 10 de julho a 28 de agosto de 2012, com a realizac&o das
analises propostas e no periodo de 03 a 11 de outubro de 2012, referente as provas

adicionais bioquimicas para confirmacao de Vibrio parahaemolyticus.

3.1.2.1 Preparo das amostras

Como procedimento preliminar para as referidas andlises, eram desinfetadas
a camara asséptica e a area externa da embalagem com alcool 70% para evitar
contaminacao externa, e ligava-se a luz ultravioleta por 15 minutos. Ap6s o periodo
de tempo, eram retiradas, homogénea, aleatoriamente e de maneira asséptica, 75 g
de cada amostra (Fig. 5), sendo transferidas porcdes de 25 g para trés envelopes de
polietileno, previamente esterilizados, préprios para 0 uso em aparelho
“Stomacher’® (Seward — Stomacher 80). Esta unidade analitica é preconizada para

alimentos com o minimo de 200 g na embalagem (BRASIL, 2001).

Fig. 5: Retirada asséptica de 75 g de
amostra, no Laboratério de Controle
Microbioldgico de POA, UFF, 07/08/12.
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A primeira das unidades analiticas foi homogeneizada em 225 mL de solucéo
salina peptonada a 0,1% (BRASIL, 2003), a segunda, para realizacdo da pesquisa
de Salmonella spp., em 225 mL de solucédo salina peptonada tamponada a 1%
(BRASIL, 2003), e a terceira, para andlise de Vibrio parahaemolyticus, em 225 mL
de caldo peptonado sal a 3% (BRASIL, 2003), necessarios para obter-se a diluicao
inicial (10™") com auxilio de “Stomacher’® em velocidade média por um minuto.

As diluicbes de cada amostra eram realizadas pela transferéncia de 1 mL da
aliquota da diluicao inicial homogeneizada, com auxilio de pipeta automatica, em
tubos, devidamente estéreis e vazados com 9 mL de mesma solucdo diluente,
produzindo a segunda diluicio (107?).

As diluicdes subsequentes eram procedidas da mesma maneira, transferindo

1 mL da diluicdo anterior homogeneizada, até a sexta diluicéo (10°°) (BRASIL, 2003).

3.1.2.2 Contagem de Bactérias Heterotroficas Aerébias Mesofilas (CBHAM)

A CBHAM por semeadura em profundidade foi realizada pela inoculagéo de 1
mL das diluicbes homogeneizadas em duplicata, com auxilio de pipeta automatica,
em cada uma das placas de Petri esterilizadas e descartaveis, previamente
identificadas com o numero de amostra, diluicdo, tipo de contagem, data e nome do
pesquisador. Foram realizadas contagens com as diluicdes até 10° (BRASIL, 2003).

Em cada placa de Petri inoculada, era vertido o meio de cultura Agar Padr&o
para Contagem (APC) (Merck, céd. 105463) previamente fundido e resfriado a
temperatura de 45°C, em quantidade suficiente para cobrir a superficie da placa (18
mL). O in6culo foi homogeneizado com o APC através de movimentos circulares
suaves, em formato de oito, por cinco vezes, no sentido horario e anti-horario, sob
superficie plana. Apos a solidificacdo do meio, as placas eram invertidas e
incubadas em estufa a 35°C (Thermolyne), por 48 horas.

Passado o tempo de incubacéo, as colbnias crescidas eram contadas com
auxilio de lupa em contador de colbnias tipo Quebec® (Leica). Placas contadas e
utilizadas no resultado possuiam entre 25 e 250 UFC/g de amostra, obtendo dessa
forma resultados ideais (ibid.) (Fig. 6). Quando encontradas duas placas da mesma

diluicho com valores ideais de colbnias, era feita média aritmética para obtencéo do
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resultado. No caso de duas diluicdes diferentes se encontrarem dentro destes
valores, multiplicava-se o menor valor encontrado na contagem destas placas por
dois. Se o resultado fosse menor que o maior encontrado na contagem das placas
ideais, este era o resultado. Sendo maior, era feita média aritmética. O resultado

final foi expresso em UFC/g, levando-se em conta a diluicdo empregada.

Fig. 6: Placa ideal para CBHAM, no
Laboratério de Controle Microbioldgico de
POA, UFF, 17/07/12.

3.1.2.3 Contagem de Bactérias Heterotroficas Aerdbias Psicrotréficas (CBHAP)

A CBHAP foi realizada de maneira semelhante a CBAM. Apo0s a solidificacao
do meio, as placas foram invertidas e incubadas em geladeira (Electrolux), com
temperatura a 7°C, por sete dias (BRASIL, 2003).

Placas contadas e utilizadas no resultado possuiam entre 25 e 250 UFC/g de
amostra, obtendo dessa forma resultados ideais (ibid.) (Fig. 7). O resultado final foi

expresso em UFC/g, levando-se em conta a diluicdo empregada.
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Fig. 7: Contagem de bactérias
heterotroficas aerdbias psicotréficas, no
Laboratério de Controle Microbioldgico de
POA, UFF, 22/08/12.

3.1.2.4 Pesquisa de Salmonella spp.

Foi realizada a verificacdo da presenga ou auséncia de Salmonella spp.,
considerando a legislacao vigente (BRASIL, 2001), que consta auséncia da bactéria
em alimentos. A deteccdo é de grande importancia por ser causadora de infeccéo
alimentar grave.

Para a pesquisa, foram realizados os seguintes procedimentos: a fase do pré-
enriguecimento ou enriquecimento ndo-seletivo, que foi realizada no preparo das
amostras, descrita anteriormente no item 3.1.2.1.

Apds o periodo de incubacédo de 16 a 20 horas em estufa a 35°C, foi realizada
a segunda fase, denominada enriquecimento seletivo, onde transferiu-se 1 mL da
diluico 10" para o caldo Mossel (Himedia, céd. M287) e 0,1 mL para caldo
Rappaport Vassiliadis (Himedia, c6d. M880). Em seguida, o primeiro foi incubado em
estufa de 35°C por 24 horas, e o segundo a 41°C por 24 horas. A turvacdo dos

meios, apds o periodo estipulado, indica a etapa como positiva.
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A terceira fase é o plagueamento seletivo. Com o auxilio de uma alca de
platina, o indculo, proveniente dos caldos Rappaport Vassiliadis e Mossel, foi
semeado de forma estriada em placas de Petri contendo agar Rambach (Himedia,
cod. M181), Hektoen (Himedia, cod. M467) e Bile Peptona Lactose-Sacarose (BPLS)
(Merck, cod. 107232), para posteriormente serem incubadas a 35 a 37°C por 24
horas.

Conforme Brasil (2003), colbnias tipicas de Salmonella spp. em agar BPLS
apresentam-se incolores ou de cor rosada, entre translicidas a ligeiramente opacas;
em agar Rambach, sdo de cor vermelha, sendo que alguns sorovares podem
possuir coloragdo rosa claro, cor péssego ou amarelas; em agar Hektoen, segundo
Costa (2011), as colbnias desenvolvidas sao transparentes, verde-azuladas, com ou
sem o0 centro preto, podendo ser inteiramente pretas no caso de cepas fortemente

produtoras de &cido sulfidrico (Fig. 8).

Fig. 8: Colbnias tipicas de Salmonella spp. em meio BPLS (A), meio Rambach (B) e
meio Hektoen (C), no Laboratério de Controle Microbiol6gico de POA, UFF, 24/08/12.

A partir de coldnias caracteristicas de Salmonella spp. encontradas na fase
anterior, apés o periodo de incubacado, foi realizada a fase da triagem para
diferenciacdo dos géneros Proteus spp. e Salmonella spp. Com auxilio de uma
agulha, foi coletada de cada placa de Petri uma colonia tipica de Salmonella spp.,
inoculando-a em um tubo contendo o meio Agar “Triple Sugar Iron” (TSI) (Himedia,
cod. M021), atraves de picada profunda e estriamento na superficie inclinada do

bisel, sendo este incubado a 35 a 37°C por 24 horas. Quando ocorre no fundo do
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meio uma coloracdo amarelada intensa, no meio do tubo uma pigmentacéao preta e a
superficie com coloragdo vermelho cereja, ou quando a base estiver enegrecida e o
bisel, de coloracdo vermelho cereja, considera-se o teste como positivo para

Salmonella spp. ou Proteus spp. (Fig. 9).

Fig. 9: Tubo positivo para Salmonella spp. em meio
TSI, no Laboratério de Controle Microbiolégico de
POA, UFF, 28/07/12.

Apoés o periodo de incubacédo, a partir dos tubos positivos, foi coletado da
superficie duas colénias com auxilio de uma agulha, sendo uma inoculada por
estriamento em um tubo contendo o meio agar nutriente (Merck, c6d. 105450) e a
outra, em um tubo com &gar fenilalanina (Vetec, cdd. 5022). Ambos os tubos foram
incubados a 35 a 37°C por 24 horas.

Decorrido o tempo de incubacao, foi colocado trés gotas de solucdo de
cloreto férrico (Merck, céd. 103943) a 10% nos tubos contendo agar fenilalanina. A
alteracdo da coloracéo da cultura na superficie do bisel para verde indica reacdo de
desaminacao da fenilalanina, sendo que a Salmonella spp. ndo a desamina (Fig.

10). Portanto, em caso de prova negativa, era dado continuidade a prova.
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Fig.10: Prova da fenilalanina positiva a direita, e
negativa a esquerda, no Laboratério de Controle
Microbiolégico de POA, UFF, 28/08/12.

7

A Ultima etapa da andlise é o teste de soroaglutinacdo para diferenciar
Salmonella spp. e Proteus spp. Para tal, a partir do agar nutriente previamente
inoculado, colocou-se 1 mL de solucéo salina e, com auxilio de uma alca de platina,
foram suspensas as coldnias sem romper 0 meio e retiradas uma gota deste,
colocando em uma placa de vidro dividida em pequenos quadrados, previamente
lavada com 4gua e sabdo dos dois lados e desinfetada com alcool 70%.

Em seguida, foi adicionada uma gota do soro polivalente (Probac do Brasil,
c6d. 505AP068-E) para Salmonella spp. na placa de vidro, realizando movimentos
circulares com a placa por dois minutos, sendo procedido entdo a leitura. A prova
positiva caracteriza-se pela presenca de aglutinagdo na mistura do cultivo mais anti-
soro, podendo ser observado precipitados brancos (Fig. 11). A auséncia de

aglutinacdo determina resultado negativo para a prova (BRASIL, 2003).
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Fig. 11: Prova de soroagultinacéo para
Salmonella spp. com resultado positivo, no
Laboratorio de Controle Microbiolégico de
POA, UFF, 21/08/12.

3.1.2.5 Contagem de coliformes termotolerantes

Foi realizada a transferéncia de 1 mL de cada uma das cinco diluicbes feitas
(10, 102, 103, 10* e 10®) para placas de Petri esterilizadas. Em seguida, foi
adicionado a cada placa cerca de 1,5 mL de agar Cristal Violeta Vermelho Neutro
Bile com Lactose (VRBL) (Oxoid, céd. CM107B) previamente fundido e mantido
entre 46° a 48°C em banho-maria (BRASIL, 2003). Posteriormente, foi realizada a
homogeneizacao, deixando em repouso até total solidificacdo do meio.

Adicionou-se sobre a primeira camada cerca de 10 mL de VRBL previamente
fundido e mantido entre 46°C e 48°C em banho-maria, formando uma segunda
camada de meio. Esta sobrecamada visa a prevencdo do crescimento e do
espraiamento de colbnias na superficie do agar (ibid.).

Esta € a primeira etapa da prova da contagem de coliformes termotolerantes.

O VRBL apresenta em sua composicao sais biliares e cristal violeta, responsaveis
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pela inibicdo de microrganismos Gram positivos e vermelho neutro, um indicador de
pH que revela a fermentagao da lactose pelos microrganismos presentes.

Apos completa solidificagdo do meio, as placas foram incubadas em posicao
invertida em temperatura de 36 = 1°C por 18 a 24 horas.

Foram selecionadas para contagem placas que continham entre 15 e 150
colénias, contando as que apresentarem morfologia tipica de coliformes, ou seja,
colénias roseas, com 0,5 a 2 mm de diametro, rodeadas ou ndo por uma zona de
precipitacdo da bile presente no meio (Fig. 12). Os resultados foram expressos em

UFC de coliformes/g de amostra.

Fig. 12: Coldnias tipicas de coliformes em placa com
meio VRBL, no Laborat6rio de Controle
Microbiol6gico de POA, UFF, 25/07/12.

De cada placa contendo coldnias tipicas, trés foram repicadas com auxilio de
uma agulha e semeadas em tubos contendo 10 mL de Caldo Escherichia coli (EC)
(Himedia, c6d. M127), incubados em estufa a 44,5°C + 0,5°C por 48 horas.

ApoOs o periodo de incubacdo, a leitura dos tubos era realizada, sendo
considerados positivos 0s tubos que apresentaram gas no interior do tubo de
Durham ou efervescéncia do meio.

O resultado final foi expresso em UFC/g, levando-se em conta o numero de
colénias contadas em meio VRBL, o numero de colbnias confirmadas em caldo EC,

0 numero de colonias repicadas e a diluigdo utilizada.
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3.1.2.6 Numero Mais Provavel de Vibrio parahaemolyticus

Segundo Brasil (2003), o ideal é a pesagem de 50g da amostra e adicao de
450 mL de caldo peptonado sal (Vetec, cdd. 3132) 3%. Porém, por haver pouco
meio de cultura disponivel para a analise, foi pesado 25g da amostragem e
adicionado 225 mL do referido caldo, homogeneizando com auxilio de “Stomacher’®
em velocidade média por um minuto para obtencéo da diluicéo inicial (10™), como
descrito no item 3.1.2.1.

Na sequéncia, com auxilio de pipeta automética, foram efetuadas as diluicdes
102, 103, 10* e 10®° em caldo peptonado sal a 3%, com posterior inoculacéo de 1
mL de cada diluicio em séries de trés tubos contendo 10 mL caldo de
enriqguecimento seletivo “Glucose Sal Teepol” (GSTB) (Himedia, c6d. M621) e
incubacdo em estufa a 35 - 37°C por 24 horas. A leitura dos tubos é baseada na
presenca de turvagao, que indica a suspeita da presenca de Vibrio parahaemolyticus
(Fig. 13).

Fig. 13: Tubos com meio GSTB com turvagéo, no
Laboratério de Controle Microbiol6gico de POA, UFF,
11/07/12.

Através da combinacdo de tubos de GSTB com resultado positivo, foi

calculado o Numero Mais Provavel, empregando a tabela de NMP quando se
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analisam trés tubos por diluicdo, sendo o resultado expresso em NMP de Vibrio
spp./g de amostra.

A partir de cada tubo de GSTB que apresentou turvacdo, sem agita-lo e com
auxilio de uma alca de platina, foi retirada da superficie uma al¢cada do crescimento,
estriando na superficie seca de placas contendo agar Tiosulfato Citrato Sacarose
Sais Biliares (TCBS) (Difro, cod. 265020) (Fig. 14). As placas foram incubadas
invertidas em estufa com temperatura de 35 a 37°C por 24 horas para as provas

preliminares para a indicacao.

Fig. 14: Realizagdo de estriamento em
placa contendo TCBS, no Laboratério
de Controle Microbiolégico de POA,
UFF, 22/08/12.

ApoOs o periodo de incubacgéo, observou-se o aparecimento de coldnias tipicas
da bactéria, que se apresentam arredondadas, opacas, com coloracdo azul
esverdeada e 2 a 3 mm de diametro (Fig. 15). Caso ndo houvesse colbnias

suspeitas, o resultado era negativo para o tubo de origem.
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Fig. 15: Colbnias tipicas de V. parahaemolyticus em
placa com meio TCBS, no Laboratorio de Controle
Microbioldgico de POA, UFF, 26/07/12.

De cada placa, foram selecionadas trés col6nias tipicas e transferidas
simultaneamente, com auxilio de uma alca de platina, para tubos contendo caldo
peptonado sal 3% e agar nutriente sal 3% inclinado, com incubacédo em estufa a 35
a 37°C por 24 horas.

Decorrido o tempo previsto, a partir do cultivo mantido em agar nutriente sal a
3%, com auxilio de uma agulha de platina, foi inoculado em tubos com &gar TSI
(“Triple Sugar Iron”) sal 3%, mediante picada central em toda profundidade do agar e
estriando a superficie inclinada. Os tubos foram incubados em estufa a temperaturas
de 35 a 37°C por 24 horas. O Vibrio parahaemolyticus apresenta base acida, de
coloracdo amarela, e bisel alcalino, avermelhado, sem producdo de gas e &cido
sulfidrico (Fig. 16).
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Fig. 16: Tubos com meio TSI, com base
acida e bisel alcalino, no Laboratério de
Controle Microbiolégico de POA, UFF,
17/07/12.

A partir dos tubos suspeitos da presenca da bactéria, foi realizado esfregaco
corado com método de Gram, sendo evidenciado bastonetes retos ou curvos Gram

negativos por bacterioscopia por imersao (Fig. 17)

Fig. 17: Esfregaco corado pelo método de Gram,
com bastonetes retos e curvos Gram-negativos,
oriundo do meio TSI, no Laboratério de Controle
Microbioldgico de POA, UFF, 27/08/12.
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Provenientes do cultivo mantido em caldo peptonado sal 3%, foram realizadas
duas provas comparativas de crescimento indicativo da bactéria. Foi transferido, com
auxilio de uma alca de platina, uma al¢cada para um tubo contendo caldo peptonado
sem sal e caldo peptonado sal 8% (BRASIL, 2003), assim como foi inoculado em
tubos com caldo peptonado sal 6% e 10% (BRASIL, 2003). Todos os tubos foram
incubado em estufa a 35 a 37°C por 24 horas.

Conforme Brasil (2003), o Vibrio parahaemolyticus, apds periodo de
incubacédo, ndo cresce no meio sem sal, cresce nos caldos contendo 6% e 8%, e
nao cresce ou apresenta crescimento discreto a 10% de salinidade.

A partir dos resultados encontrados em todas as provas realizadas, utilizaram-
se 0s tubos suspeitos para realizacédo de testes complementares.

Realizou-se repicagem dos meios agar nutriente sal 3% e caldo peptonado
sal 3% para renovagdo dos cultivos. A partir das culturas novas em agar nutriente
sal 3%, foram realizadas as provas da oxidase, de Hugh-Leifson glicose (OF), teste
de motilidade e cultivo em agar ferro trés acucares sal 3% (TSI), este ultimo descrito
anteriormente.

A prova da oxidase foi realizada com auxilio de uma alca de platina,
espalhando a cultura sobre tiras de papel comerciais para teste de oxidase
(Laborclin, céd. 670661), sendo feita a leitura em 15 segundos. Com a utilizacdo do
reativo N’N’'N’N’-tetrametilparafenileno-diamina, o aparecimento de cor azul é

indicativo de reacao positiva (Fig. 18).

Fig. 18: Aparecimento da cor azul em tiras de prova
de oxidase, com resultado positivo para V.
parahaemolyticus, no Laboratério de Controle
Microbiolégico de POA, UFF, 10/10/12.
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Na prova de Hugh-Leifson glicose (OF), foi inoculado com auxilio de alca de
platina em dois tubos contendo o meio O/F glicose (Merck, cod. 10282) sal 3%,
sendo um dos tubos coberto com 2 mL de 6leo mineral comercial (Lapon)
previamente estéril. Apds o periodo de incubacdo em estufa a 35 a 37°C por 24
horas, foi verificado a viragem de cor nos meios de verde para amarelo e a presenca
de gas (Fig. 19). O Vibrio parahaemolyticus fermenta a glicose, promovendo a

viragem de coloracéo, sem a producao de gas em ambos 0s tubos.

Fig. 19: Tubos com meio O/F glicose sal 3%, sendo os dois
da direita antes da inoculagdo, e os dois da esquerda apés
incubacg&o, com a viragem de cor, no Laboratério de Controle
Microbiolégico de POA, UFF, 10/10/12.

O teste da motilidade foi realizado com auxilio de agulha de platina através de
picada central, inoculando em um tubo contendo &gar motilidade (Himedia, cod.
M847) sal 3%, com posterior incubacdo a 35 a 37°C por 24 horas. O crescimento
difuso ao redor da picada caracteriza motilidade positiva, caracteristico da bactéria
(Fig. 20).
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Fig. 20: Tubo com agar motilidade sal 3%,
com crescimento difuso ao redor da
picada, no Laboratorio de Controle
Microbioldgico de POA, UFF, 10/10/12.

A partir das culturas estocadas e reativadas em caldo peptonado sal 3%,
foram realizados os seguintes testes: teste do crescimento a 42°C, cultivos em caldo
vermelho de fenol sacarose sal 3% e agar gelatina sal 3%, descarboxilacdo da lisina,
hidrolise da arginina e prova da fermentacdo do manitol e arabinose.

No teste de crescimento a 42°C, com auxilio de uma alca de platina, foi
inoculado em tubo contendo caldo peptonado sal 3% e incubado a 41 a 43°C por 24
horas. O Vibrio parahaemolyticus cresce a esta temperatura proposta.

Foi inoculado, com auxilio de alca, uma alcada em tubo contendo caldo
vermelho de fenol sacarose (BRASIL, 2003) sal 3%, com posterior cobertura do tubo
com 2 mL de 6leo mineral comercial estéril e incubacdo a 35 a 37°C por 24 horas.
Caso haja a fermentacdo da sacarose e producdo de gas, ocorre a mudanca de
coloracdo do meio de vermelho para amarelo, o que nédo € caracteristico da bactéria
pela ndo capacidade de fermentacdo da sacarose.

No crescimento em agar gelatina (Isofar, céd. 726) sal 3%, foi inoculado, com
auxilio de alga de platina, uma alcada em tubo contendo agar gelatina sal 3%, sendo
incubado a 35 a 37°C por 24 horas. Apés o periodo de incubacéo, os tubos foram

resfriados para facilitar a leitura, baseada no aparecimento de um halo opaco ao
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redor do crescimento, indicativo da presenca de gelatinase. O Vibrio
parahaemolyticus € gelatinase positiva.

Nas provas de descarboxilacdo da lisina e hidrdlise da arginina, inoculou-se
uma alcada, com auxilio de alca de platina, em tubos contendo caldo vermelho de
fenol lisina sal 3% e caldo arginina sal 3% (BRASIL, 2003), respectivamente. Foi
inoculado também, em ambas as provas, em um tubo contendo o meio base, sem a
adicdo do aminoacido correspondente, servindo de controle. Os tubos foram
cobertos com 2 mL de 6leo mineral comercial estéril e incubados a 35 a 37°C por 4
dias, juntamente com tubos contendo os dois caldos nao inoculados, servindo de
controle negativo. Os tubos foram examinados todos os dias, verificando alteracao
na coloracdo dos meios.

Em ambas as provas, durante o periodo de incubacéo, a cor dos meios passa
para amarela devido a fermentacao da glicose e, ocorrendo a descarboxilacdo da
lisina e hidrélise da arginina, 0os meios retornam a cor puarpura pela producdo de
aminas primarias e diéxido de carbono. Os tubos controles, sem 0s respectivos
aminoécidos, devem virar para amarelo e assim permanecer. O Vibrio
parahaemolyticus descarboxila a lisina e ndo hidrolisa a arginina.

A prova da fermentagcdo do manitol e arabinose, utilizando uma alga de
platina, inoculou-se uma algada em um tubo contendo caldo vermelho de fenol
manitol sal 3% e outro com caldo vermelho de fenol arabinose sal 3% (BRASIL,
2003). Os tubos, ap6s cobertos com 2 mL de 6leo mineral comercial estéril, foram
incubados em estufa a temperatura de 35 a 37°C por 24 horas. Com a fermentacdo
dos acucares e consequente producédo de acido, ocorre a viragem de cor nos meios
de vermelho para amarelo. Conforme Brasil (2003), 99% das cepas de Vibrio
parahaemolyticus fermenta o manitol e 50%, a arabinose.

Foram considerados como positivos as amostras que apresentaram
resultados compativeis com as caracteristicas proprias de Vibrio parahaemolyticus,

segundo quadro 4.
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Quadro 4: Resultados caracteristicos de V. parahaemolyticus nas provas adicionais de identificacdo.

Provas Resultados caracteristicos da bactéria
Motilidade Positivo
Hugh Leifson (OF) Glicose fermentativo
Descarboxilagdo da lisina Positivo
Hidrélise da arginia Negativo
Crescimento a 42°C Positivo
Fermentacdo do manitol Positivo
Fermentacdo da arabinose Positivo
Agar gelatina sal 3% Crescimento com formacéo de halo
Halofilismo (6% sal) Positivo
Halofilismo (8% sal) Positivo
Halofilismo (10% sal) Negativo ou crescimento discreto

3.1.2.7 Contagem de Staphylococcus coagulase positiva

Utilizando as diluices seriadas 10™, 10%, 103, 10* e 10, foi transferido 0,1
mL de cada para as respectivas placas de Petri em duplicata contendo o meio de
cultura Baird-Parker (Himedia, c6d. M043), previamente plagueado e solidificado.
Com o auxilio de bastdo do tipo “hockey”’ previamente flambado, o in6culo foi
espalhado por toda placa, com base na técnica denominada “spread plate” ou
espalhamento, sempre no sentido horizontal e vertical da mesma. As placas foram
incubadas invertidas na estufa a uma temperatura de 35 a 37°C por 48 horas.

ApoOs o0 periodo de incubacdo, foram selecionadas placas de 20 a 200
colénias e feita a contagem com auxilio de lupa em contador de colbnias tipo
Quebec®. O resultado foi expresso em UFC de Staphylococcus spp. por grama de
amostra. De acordo com Brasil (2003) col6nias tipicas de Staphylococcus aureus
sdo pretas brilhantes com anel opaco, rodeadas por um halo claro, transparente e
destacado sobre a opacidade do meio (Fig. 21). As atipicas possuem coloracéo
acinzentadas ou pretas brilhantes, sem halo ou com apenas um dos halos. A
coloracdo preta se deve a reducdo do telurito de potassio em tellrio metalico, e o
halo é formado pela producdo da enzima lipovitelinase, que hidrolisa a lipovitelina,
presente na emulsdo de gema de ovo. Tanto o telurito de potassio, como a emulséo
de gema de ovo sdo componentes do meio utilizado, assim como também o cloreto
de litio e glicina, inibidores da microbiota acompanhante e piruvato, que promove

reparacao celular e reducéo de H,0..
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Fig. 21: Colbnia tipica de S. coagulase
positiva em placa com meio Baird-
Parker, no Laboratério de Controle
Microbiolégico de POA, UFF, 23/08/12.

Em seguida, foram selecionadas trés col6nias tipicas e transferidas, com o
auxilio de uma alca de platina previamente flambada, para trés tubos de ensaio
distintos contendo caldo “Brain Heart Infusion” (BHI) (Himedia, c6d. MZ210),
promovendo a incubacdo em uma estufa a temperatura de 36°C por 24 horas.

Decorrido o tempo de incubacéo, a partir do crescimento nos tubos contendo
caldo BHI, observado por turvacéo, foi realizada a coloracdo de Gram. Com auxilio
de uma alca de platina, preparou-se esfregaco, sendo corado pelo método de Gram.
Observando em microscopio Optico com imersdo, a presenca de cocos Gram
positivos indica a necessidade da realizacdo de testes complementares.

Para confirmacao, realizou-se a prova da coagulase e da catalase. A prova da
coagulase é baseada na capacidade de coagular o plasma de coelho pela acdo da
enzima coagulase produzida pela bactéria. O processo ocorre devido a
transformacédo do fibrinogénio em fibrina, depositada no fundo do tubo de ensaio.
Logo, foram inoculados 0,2 mL provenientes do crescimento em BHI e 0,2 mL de
plasma liofilizado de coelho (Newprov, c6d. 1019) em um tubo de ensaio
previamente esterilizado, com posterior incubacdo em uma estufa a 35 a 37°C por
24 horas. Ap0s o tempo estipulado, verificou-se a presenca de coagulos no fundo do
tubo. Estes se classificam de acordo com o grau de coagulagdo, considerando:
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reacdo negativa ndo ha formacdo de coagulos; uma cruz, quando hd um coagulo
pequeno e desorganizado; duas cruzes, quando o coagulo € pequeno e organizado;
trés cruzes, formacdo de coagulo grande e organizado; e quatro cruzes, quando
ocorre coagulacéo de todo o conteudo do tubo, que ndo se desprendera quando o
tubo for invertido (Fig.22).

Fig. 22: Resultado positivo de trés cruzes
na prova da coagulase, no Laboratério
de Controle Microbiolégico de POA,
UFF, 18/08/12.

A prova é considerada positiva para Staphylococcus aureus quando a reacéo
de coagulacéo for do tipo trés ou quatro cruzes. Em caso de reagdo negativa, a
prova € dada como negativa. E quando for dos tipos uma e duas cruzes, deve ser
repetido o procedimento a partir do caldo BHI.

A prova da catalase é baseada na producdo da enzima catalase pela
bactéria, capaz de romper as ligacbes do perdxido de hidrogénio (Hemafarma),
liberando oxigénio e agua, o que se evidenciava por meio da formacéo de bolhas de
efervescéncia. Portanto, a partir da cultura no caldo BHI, semeou-se uma aliquota
para um tubo contendo agar nutriente, com auxilio de uma alca de platina, sendo
incubado em estufa a 35 a 37°C por 24 horas. Apds este periodo, foram adicionadas
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ao tubo trés gotas de &gua oxigenada. A formacdo de borbulhas indica prova

positiva para catalase (Fig. 23).

Fig. 23: Formacéao de borbulhas em
prova da catalase positiva, no
Laboratério de Controle Microbiol6gico
de POA, UFF, 25/08/12.

3.1.3 Anélise sensorial

Os testes de aceitacédo e preferéncia foram aplicados como parte do projeto
“Andlise sensorial de alimentos e bebidas”, aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Faculdade de Medicina / Hospital Universitario Anténio Pedro — CEP
CMM/HUAP n° 066/07 — CAAE n° 0054.0.258.000-07.

Todos os voluntarios receberam e assinaram previamente um termo de
consentimento livre e esclarecido (Fig. 24), garantindo a sua aceitagcdo para

participar dos testes.



TERMO BE CONZENTIMENTO LIVRE E ESCLARECTIHG

Vocod estd sendo convidado pare particper da pesquise “Andlise sensoriel do file de cagho®
& sua participagdo ndo & obrigaténia. A gualquer moments vocé pode desistir de participar e retirar
seu consentimento. Sus recusa ndo trard nenhum prejulzo em sua relagio com o pesguisador ou
com & insbituigio.

O olyetivo deste estudo € analisar as caracieristicas sensoriais do file de cagBo. Sua
parlicipagdo nesie pesguisa consistird em degustar os flles e opinar quanto vocé gostou ou
desgostou das mosbeas. Quanto &os nscos & imporante saber gue na elaboragio das amostras
forarm leveds em consideragio as boas praticas de preparagio. Apds a elaboragio para evitar
risco de contaminagio foram tomeadas providéncas de padrio de higiens. As emostras foram
armazenadas em condigbss adequadas, evitando a deterioregdo e possheels alteragbes das
caracterisbcas sensoriais

As informagdes obtidas através dessa pesgquisa serdo confidencias & esseguramos o sigilo
sobre sua parficpegdo. Os dados ndo serdo divulgados de forma a possibilitar sua identificegio,
Somente sard ubiizada sus dade e sawo. Meste tarmo consta o telefone e o enderego do
pesquisador principal, podendo tirar suas ddvidas sobre o projeto e sua parlicipagio, &gore ou &
gualguer momeanto.

Brof responsdvel: Shizuke kajishima
Dopartamento de Mubigdo Dicdética = Faculdade de Muirigio Emilia do Jesus Foreira = UFF  Rua Mdno

Santos Braga M 30 - 47 andar - ¥alopguinhg ~ Miterdi - shinjeffjucl com.br - bal. 2E28.9850.

Declaro que entendi oz objedivos, riscos @ benefido de minha parlicipagdc na pesguisa e concardo em
participar. O pesquisador me informow gque o projede foi aprovado pelo Comidé de Elica om Pesguiza om
Seros Humanos da UFF, gue fundona na Prd-reitaria de pds-graduagdo ¢ Pesquisa da Universidade
Federal Fluminense = Bua Miguel de Frias Mo 9, kzarai = Miterdi.

Lecal & Dila:

Yome:

Assinabura:

Fig. 24: Termo de consentimento livre e esclarecido. Material cedido pela Prof®.
Shuzuko Kajishima, UFF, 2012.

3.1.3.1 Caracterizacéo dos provadores
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Os testes foram realizados com provadores nao treinados, estudantes e

funcionarios da UFF, de ambos os sexos com idades entre 19 a 57 anos.
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3.1.3.2 Preparo das amostras

Para realizacdo de testes sensoriais, as amostras foram retiradas do freezer
do Laboratorio de Aquicultura da Faculdade de Veterinaria da UFF, acondicionadas
em caixas de poliestireno expandido com gelo e transportadas ao Laboratério de
Andlise Sensorial da Faculdade de NutricAo da Universidade Federal Fluminense
(UFF), onde a analise sensorial foi realizada sob orientagdo da Prof. Shizuko
Kajishima, nas datas de 27 de novembro e 11 de dezembro de 2012.

No primeiro dia da andlise sensorial, foram avaliadas cinco amostras (amostra
1, 2, 3,5 e 7) e no segundo, quatro (amostras 9, 11, 15 e 16). As demais amostras
(4, 6, 8, 10, 12, 13 e 17), de acordo com os resultados microbiolégicos,
apresentaram a bactéria Salmonella spp., capaz de causar agravos a saude dos
provadores e foram descartadas. A amostra 14 seria avaliada no segundo dia de
analise, porém, ao ser descongelada, ndo estava de acordo com as caracteristicas
sensoriais de coloracdo e odor da carne de cacdo (Fig. 25), sendo entdo também

descartada.

Fig. 25: (A) Amostra 15, com coloragéo caracteristica da carne do cagéo; (B) Amostra 14,
com coloragdo néo condizente a carne de cagédo, Laboratorio de Andlise Sensorial, UFF,
11/12/12.

No dia anterior as analises, as amostras foram retiradas do freezer e
acondicionadas em geladeira para descongelamento “overnight”. Nos respectivos
dias de analise, na matéria-prima foi realizada a pesagem, lavagem e limpeza e,

com auxilio de uma faca previamente esterilizada, cortou-se uniformemente e cada
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amostra pesava aproximadamente 20 g cada (Fig. 26 e 27) As amostras foram

preparadas utilizando a ficha técnica (Fig. 28).

Fig. 26: Filé de cacéo lavado antes do corte, Laboratorio de
Andlise Sensorial, UFF, 11/12/12.

Fig. 27: Filé de cac¢édo cortado
uniformemente, pesando
aproximadamente 20 g cada, Laboratorio
de Andlise Sensorial, UFF, 11/12/12.
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FACULDADE DE NUTRICAD
wFF SETOR DE CIENCIA DOS ALIMENTOS
LASORATORIO DE ALIMENTOS E DIETETICA

FICHA TECMICA | Tema:.
DE Praparagio: Fila de Cagdo
FREFARACAO | N° clientes:

Ingredienias PC F.C. PZB Medida caszeira
Cagio 100g 1.1 101g
Suco de lim&o 2mL 2 4a
Sal 0.5 0.5q
Cleo imL 1mL

Técnica de Preparo

1- Lawar, limpar & cortar o file de cagal.

2 - Espremer o limao.

3 -Temperar o cagdo com sal e suco de iméo

4- Colocar na panela camada o file de cagio.

L - Repar com dlec.

&- Cozinhar em fogo brando por 10 minutos.

Fator tarmico:

Porgao:

Medida Caseirg:

Fig. 28: Ficha técnica de preparacio. Material cedido pela Prof®. Shuzuko
Kajishima, UFF, 2012.

3.1.3.3 Condicbes dos testes

Os testes de aceitacdo e preferéncia foram realizados segundo metodologia
de Dutcosky (2011) no Laboratério de Analise Sensorial da Faculdade de Nutricdo
Emilia de Jesus Ferreiro da Universidade Federal Fluminense (UFF), em cabines

individuais, sob a luz branca e em temperatura ambiente.
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Foi oferecida 4gua mineral entre os intervalos das amostras, a temperatura
ambiente, em copo descartavel branco de 200mL, e biscoito tipo agua, com o intuito
de anular o “flavor” residual (MONTEIRO, 1984). Cada provador recebeu dois

chocolates tipo “Bis” ao final da analise (Fig 29).

et cndiseititin

Fig. 29: Apresentacdo da amostra, oferecida juntamente
com copo de agua mineral e biscoito tipo agua,
Laboratorio de Andlise Sensorial, UFF, 2012.

3.1.3.4 Testes de aceitacao e preferéncia

Participaram dos testes 45 provadores, que avaliaram as amostras utilizando
escala hedodnica de sete pontos (1= desgostei muito; 2= desgostei moderadamente;
3= desgostei ligeiramente; 4= ndo gostei nem desgostei; 5= gostei ligeiramente; 6=
gostei moderadamente; 7= gostei muito). Os atributos avaliados foram aparéncia,
aroma, sabor e textura, e avaliacdo global das amostras. Foi avaliada, também, sobre

a inteng&o de compra das amostras (Fig. 30).
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Nome: Data: Idade:

Amostra:

. Gostei muito

. Gostei moderadamente

. Gostei ligeiramente

. N&o gostei e nem desgostei
. Desgostei ligeiramente

. Desgostei moderadamente
. Desgostei muito

PNWMOOON

DE ACORDO COM A ESCALA ACIMA RESPONDA:

< Por favor, olhe o cacéo e marque a sua opinido em relacédo a cor.
Nota

& Por favor, agora cheire o cagdo e margue ao aroma.
Nota

& Agora, por favor, prove o cacdo e marque ao sabor.
Nota

< Agora, por favor, prove de novo o cagéo e marque a textura.
Nota
Agora, margue a sua opinido em relacéo ao cacao?

Nota

VOCE COMPRARIA ESSE PRODUTO?
( )Sim ( ) Néo ( ) Talvez

Fig. 30: Ficha de teste de preferéncia e aceitacio. Material cedido pela Prof®. Shuzuko Kajishima,
UFF, 2012.

Os provadores receberam as amostras servidas em pratos descartaveis, e
codificadas com trés letras aleatorias (FOOD DESIGN, 1998). A ordem de
apresentacao das amostras foi balanceada de acordo com Macfie et al. (1989). As

amostras foram apresentadas monodicamente.
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3.1.4 Analise estatistica

No presente trabalho, a andlise estatistica das analises bacteriolégicas foi
realizada pela Prof®. Ana Beatriz Monteiro Fonseca, e a referente a andlise sensorial,
pela Prof®. Shizuko Kajishima.

Em relacéo as analises bacteriologicas, a descricéo estatistica dos dados esta
apresentada por meios paramétricos (média, desvio padrdo, valores maximo e
minimo, e intervalo interquartilico) e meios graficos (diagrama de caixa e hastes e
graficos em pizza).

A andlise da normalidade dos dados foi realizada pelo teste de Shapiro-Wilk.
Quando os dados se apresentarem pareados, foram utilizados o teste né&o
paramétrico de Friedman e o teste de Wilcoxon para comparac¢des multiplas.

Todas as decisdes estatisticas foram tomadas ao nivel de significancia de
0,05 (5%).

Quanto aos testes sensoriais, a partir dos resultados obtidos pelo método da
escala hedodnica, as categorias descritivas foram transformadas nos valores numéricos
correspondentes.

Para o teste de aceitacdo, as amostras foram consideradas aceitas se 70%
dos provadores atribuissem nota > 4. No teste de preferéncia, para obter a
significancia, os resultados obtidos foram tratados estatisticamente através de
andlises de variancia (ANOVA). Para a comparacao das médias foi utilizado o teste

de Tukey ao nivel de significancia de 5%.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A seguir, sdo apresentados o0s resultados encontrados nas analises

bacteriol6gicas e sensorial e as referidas discussées.

4.1 ANALISES BACTERIOLOGICAS

A Resolucdo RDC n° 12 da ANVISA (BRASIL, 2001) consta para a matriz
alimenticia pescado in natura, resfriado ou congelado, ndo consumido cru, os
padrées de limite de crescimento para Staphylococcus coagulase positiva e
Salmonella spp.

Apesar da legislacdo brasileira ndo possuir os padrbes para este tipo de
produto no que se refere a bactérias heterotroficas aerdbias meséfilas e bactérias
heterotréficas aerdbias psicotroficas, coliformes termotolerantes e Vibrio
parahaemolyticus, tais andlises foram realizadas pois a presenca das bactérias
indica as condic@es higiénico-sanitarias do pescado.

Portanto, para tais andlises, foram utilizadas como comparacao legislacdes
microbioldgicas internacionais da Africa do Sul (2000), Hong Kong (2001), Jap&o
(FAO, 2005) e Nova Zelandia (1995), além de Huss (1997) e ICMSF (1986).

Considerando-se que no extenso levantamento bibliogréfico efetuado para a
pesquisa e ndo sendo encontradas pesquisas anteriores na area de bacterioldgia
referentes a matriz alimenticia (cacdo Anequim), a discussdo foi efetuada em
comparacao com dados encontrados para outras espécies de pescado, conforme
consta no anexo I, item 2 (BRASIL, 2001), onde ha a citacdo de que no caso da
analise de produtos ndo caracterizados nas tabelas especificas do anexo, considera-
se a similaridade de natureza e processamento do produto como base para seu

enquadramento nos padrdes estabelecidos para um produto similar.
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4.1.1 Bactérias Heterotréficas Aerébias Meso6filas e Bactérias Heterotréficas
Aerdébias Psicotréficas

Os resultados obtidos para a CBHAM e CBHAP séo observados na tabela 1.

Tabela 1: Resultados obtidos em UFC/g na CBHAM e CBHAP.

Amostra Resultados obtidos Resultados obtidos

(CBHAM) (CBHAP)
1 1,39 x 10° 2,32 x 107
2 1,25 x 10° 6,00 x 10°
3 2,15 x 10° 2,91 x 10’
4 1,08 x 10’ 6,40 x 10°
5 7,80 x 10° 7,65 x 107
6 9,40 x 10° 1,58 x 10’
7 1,50 x 10* 1,10 x 10/
8 1,33 x 10° 2,66 x 107
9 1,82 x 10° 4,15 x 10°
10 6,20 x 10% 7,80 x 10°
11 4,10 x 10° 6,05 x 10°
12 6,70 x 10* 1,23 x 10°
13 2,07 x 10° 6,70 x 10°
14 1,40 x 107 5,00 x 107
15 2,19 x 10° 3,80 x 10’
16 2,36 x 10* 6,05 x 10°
17 2,90 x 10° 6,55 x 10°

Na legislagéo vigente brasileira (BRASIL, 2001) ndo consta limites maximos
de crescimento para as analises de CBHAM e CBHAP. Para tais, usa-se como
referéncia o ICMSF (1986), que estipula o limite de 107 UFC/g™.

Conforme os resultados obtidos em relacdo a contagem de bactérias
heterotréficas aerdbias mesdfilas, pode-se observar que as amostras apresentaram
valores entre 1,50 x 10* a 1,40 x 10’ UFC/g, com média de 5,75 UFC/g. O intervalo
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de confianca (95%) foi de 5,27, com desvio padrédo de 0,94. A Fig. 31 consta a
distribuicdo da CBHAM.

T
CBHAM (log)

Fig. 31: Distribuicdo da CBHAM pelas amostras
em diagrama de caixa (“block spot”).

Na contagem de bactérias heterotréficas aerdbias psicotroficas, as variagdes
foram de 6,05 x 10° a 7,65 x 10’ . A média encontrada entre as amostras foi de 6,88
UFC/g, com intervalo de confianca (95%) de 6,53 e desvio padréo de 0,67 (Fig. 32).

T
CBHAP (log)

Fig. 32: Distribuicdo da CBHAP pelas
amostras em diagrama de caixa (“block
spot”).
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Portanto, pode-se dizer que os valores encontrados foram elevados, porém
todas as amostras encontraram-se dentro do padréo internacional estipulado.

Comparativamente, na Africa do Sul, a partir do limite de 10° UFC/g de
amostra na CBHAM, pode-se afirmar que as amostras 4 e 14 estavam acima do
padréo estabelecido (AFRICA DO SUL, 2000).

Segundo legislacéo neozeolandesa (NOVA ZELANDIA, 1995), em relacdo ao
limite de 10° UFC/g para microrganismos mesdfilos, as amostras 4 e 14 s&o
consideradas com qualidade higiénico-sanitarias inferiores.

Nas legislagbes de Hong Kong (2001) e Japao (FAO, 2005), ndo h& padréo
estipulado para CBHAM e CBHAP em pescado fresco ndo destinado a consumo cru.

No presente estudo, onde obteve-se variacbes pertinentes aos padrdes
internacionais (ICMSF, 1986) nas amostras frescas, corrobora com outros
encontrados em literatura. Martins (2011) constatou que todos elementos amostrais
de pescada apresentaram resultados dentro dos limites preconizados em relagéo
aos microrganismos mesoéfilos. Andrade (2006) encontrou 3,76 log UFC na CBHAM
e 5,13 log UFC na CBHAP em exemplares de atum sem pele. Dams et al. (1996)
também encontraram valores conforme o padré@o estipulado por ICMSF (1986) em
andlises de CBHAM e CBHAP da pescadinha.

Entretanto, no presente trabalho ocorreram valores discrepantes de outros
estudos, onde foram encontrados valores acima do preconizado por ICMSF (1986).
Martins (2011) encontrou 25% das amostras de pescada acima dos limites
estipulados por ICMSF (1986) em relacdo a CBHAP. No estudo de Barreto et al.
(2012), a quantificagdo de mesdfilos foi bastante elevada nas amostras frescas de
pescado comercializado em mercados, acima do padrédo internacional. Haida e
Muller (1984) encontraram altas concentracbes de mesofilos e psicotroficos em
andlise de sardinha.

Silva (2010) obteve um crescimento na CBHAM de 4,61 log UFC.g™* e 4,09
log UFC.g™* em amostras de sardinhas verdadeiras e sardinhas boca-torta, no dia O
de estocagem, atingindo o limite de 7 log UFC.g™" preconizado pela legislacdo
internacional (ICMSF, 1986) no 14° dia de estocagem nas amostras estudadas. No
presente estudo, foram encontrados resultados diferentes de Silva (2010), pois, na
andlise das amostras de filé de cacdo, obteve-se valores dentro dos padrdes, porém

mais altos inicialmente, com variacdes de 10* a 10’ UFC/g de amostra.
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No mesmo estudo, Silva (2010) relatou que, na CBHAP, foi encontrado
inicialmente 4,25 log UFC.g* e 4,26 log UFC.g"' nas amostras de sardinha
verdadeira e sardinha boca-torta, respectivamente, alcancando o limite maximo
previsto na legislacdo no 8° dia de estocagem (7,66 log UFC.g-1) nas amostras de
sardinha verdadeira e no 6° dia (7,17 log UFC.g-1) nas amostras de sardinha boca-
torta. Novamente, o presente estudo ndo estd em conformidade com Silva (2010),
pois foram detectados variac8es iniciais superiores, na ordem de 10° e 10’ UFC/g de

amostra.

4.1.2 Salmonella spp.

Identificaram-se sete amostras (41,2%) apresentando presenca de
Salmonella spp. no presente trabalho (Fig. 33). O padrdo da legislacdo brasileira
(BRASIL, 2001) é auséncia de Salmonella spp. em 25 g de amostra. Portanto, as
amostras 4, 6, 8, 10, 12, 13 e 17 foram consideradas fora dos padrées e improprias

para consumo pelo isolamento da bactéria.

Salmonella spp.

.Negaﬁ\ro
HEPositivo

Fig. 33: Gréfico constando as amostras que apresentaram resultado
positivo para Salmonella spp.
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Huss (1997) considerou como dose infectante minima concentrac6es maiores
que 10% UFC/g de amostra analisada. Este valor esta acima do preconizado pela
legislacdo brasileira, onde consta que a Salmonella spp. esteja ausente. Por isso, a
metodologia de andlise foi a de isolamento e ndo contagem.

Os resultados da presente pesquisa foram similares ao de outros autores pelo
isolamento da bactéria nas matrizes analisadas, embora em percentuais diferentes.
Dams et. al (1996) obtiveram presenca de Salmonella spp. em 20% das amostras
inteiras in natura de pescadinha. Youssef et al. (1992) verificaram em tildpias a
presenca da bactéria em 3,9% das amostras.

Alvares et al. (2008) encontraram a Salmonella spp. em 36,4% das amostras
de pescado comercializado na grande Sao Paulo. Liuson (2003) relatou resultados
positivos para a bactéria em 7,8% das amostras estudadas de tilapia. Lobo (2009)
também obteve resultados positivos em 83,3% das amostras de seu estudo com
pescado fresco comercializado em mercados.

Entretanto, Damasceno (2009) ndo encontrou resultados positivos para
Salmonella spp em amostras de salmé&o. Martins (2011) obteve resultados negativos
em todos os elementos amostrais de pescada (100%) em relacdo a Salmonella spp.
Os dados ora apresentados sdo contrarios aos autores em epigrafe, pois de 17
amostras de filé de cacao, foram verificados sete com a presenca da bactéria.

Das sete colonias de Salmonella spp. encontradas, duas foram provenientes
do enriguecimento por caldo Mossel e isolamento no meio BLPS (11,8%) (amostras
4 e 6), duas do caldo Rappaport Vassiliadis e meio Rambach (11,8%) (amostra 12 e
17), duas do caldo Rappaport Vassiliadis e meio BPLS (11,8%) (amostra 10 e 13) e

e uma do caldo Mossel e meio Rambach (5,9%) (amostra 8).

4.1.3 Coliformes termotolerantes

Os resultados de coliformes contabilizados em agar VRBL variaram das
grandezas de 9,80 x 10? a 1,71 x 10° UFC/g de amostra, conforme tabela 2.
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Tabela 2: Resultados obtidos em UFC/g em &gar VRBL.

Amostra Resultados obtidos (Contagem em
VRBL)
1 1,62 x 10°
2 2,40 x 10*
3 3,80 x 10*
4 1,71 x 10°
5 7,40 x 10*
6 6,20 x 10*
7 1,47 x 10*
8 1,28 x 10*
9 9,80 x 107
10 2,08 x 10*
11 9,20 x 10*
12 1,00 x 10°
13 1,22 x 10*
14 6,90 x 10*
15 2,09 x 10*
16 2,00 x 10°
17 5,70 x 10*

A média encontrada na contagem de coliformes foi de 4,23, apresentando
desvio padréo de 0,71 e intervalo de confiangca (95%) de 3,86. As amostras 9 e 12
encontravam-se abaixo do padrdo por apresentarem valores inferiores. O grafico a

seguir consta a distribuicdo da contagem de coliformes (Fig. 34).
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5,5

5,0

4,57

4,07

Contagem Coliformes VRBL (log)

Fig. 34: Distribuicdo da contagem de coliformes em diagrama de caixa (“block spot”).
As amostras 9 e 12 encontram-se fora do padréo estipulado.

Quanto aos coliformes termotolerantes, predominou-se a auséncia nas
amostras (94,1%), com excecdo da amostra 3 (5,9%), na qual foi encontrado
resultado de 1,33 x 10* UFC/g.

Relacionando os resultados encontrados na contagem em agar VRBL com 0s
confirmados em caldo EC, sugere-se que bactérias fermentaram a lactose do meio,
produzindo acido, o qual precipitou os sais biliares, absorvendo o vermelho neutro e
formando colbnias vermelhas, porém ndo eram coliformes termotolerantes , podendo
ser coliformes totais.

Na legislacdo brasileira (BRASIL, 2001) n&o sao contemplados limites
maximos para coliformes fecais para pescado in natura, resfriado ou congelado, ndo
consumido cru. Portanto, utilizou-se padréo estipulado por legislagcéo internacional
(ICMSF, 1986), que preconiza, em uma amostragem representativa de cinco
amostras, a tolerancia de trés apresentando valores entre 11 e 500 NMP/g. Embora
as analises procedidas neste experimento tenham sido indicativas, os valores

encontrados estavam conforme o padrédo encontrado no ICMSF (1986).
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Os resultados do presente trabalho estdo condizentes com legislagao sul-
africana (AFRICA DO SUL, 2000), que estipula valores encontrados no grupo de
pescado cru inferiores a 10 NMP/100 g de amostra, com excec¢ao da amostra 3, que
onde foi encontrado resultados de 1,33 x 10* UFC/g de amostra.

Na Nova Zelandia, considerando cinco amostras de um lote de pescado cru,
somente duas amostras podem apresentar valores de ordem 10% a 10° UFC/g
(NOVA ZELANDIA, 1995). Os valores encontrados no presente estudo estavam
conformes com base na legislacdo, com excecdo da amostra 3, que encontrou-se
acima do padrdo estipulado por apresentar resultados de 1,33 x 10* UFC/g de
amostra.

Nas legislacbes de Hong Kong (2001) e Japao (FAO, 2005), ndo ha padrao
estipulado de limites de crescimento para coliformes totais e fecais em pescado
fresco.

Huss (1997) estipulou que a dose minima infectante de Escherichia coli é da
ordem de 10%, e especificamente para a estirpe 0157:H7 produtora de verotoxina, de
103, Por ter sido feito contagem de coliformes termotolerantes, onde a E. coli é o
anico representante, ndo foi possivel classificar as amostras do presente trabalho
conforme os limites recomendados pelo autor referenciado.

A E. coli ndo € um bom indicador de contaminacdo fecal em ambientes
marinhos por ndo resistir a salinidade da dgua do mar e exposicédo ao sol (VIERA et
al., 2004), o que pode explicar os baixos indices encontrados no presente trabalho.

Os resultados encontrados na presente pesquisa corroboram com outros
estudos em nivel aquético, onde observou-se auséncia ou baixas concentracfes de
coliformes termotolerantes. Dams et al. (1996) constataram auséncia de coliformes
de origem fecal em todas as amostras de pescadinha. Moura Filho et al. (2007)
retrataram resultados variando desde < 0,03 a 2,4 NMP/g em “sashimis” de atum.
Vieira et al. (2000) observaram valores minimos de 3,0 NMP/g de coliformes totais e
termotolerantes em tilapias recém-capturadas.

Todavia, observam-se resultados elevados e fora dos padrédo estipulado por
ICMSF (1986) para coliformes termotolerantes em estudos de outros autores, sendo
discrepantes dos encontrados no presente estudo. Dias (1998) verificou valores de
coliformes termotolerantes superiores ao limite maximo permitido em 60% das
amostras de “sushis” e “sashimis” comercializados, classificando-as como produtos

em condi¢des higiénico-sanitarias insatisfatorias. Martins (2011) obteve 1,67% dos
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elementos amostrais de pescada com valores acima do estabelecido pelo ICMSF
(1986). Lobo (2009) encontrou em 100% das amostras coletadas de pescado fresco
nameros elevados de coliformes totais e termotolerantes, com valores acima de 1,1
x 10° NMP/g de alimento.

4.1.4 Vibrio parahaemolyticus

Foram encontrados resultados positivos para Vibrio spp. em todas as
amostras, variando de 2,40 x 10° a 1,50 x 10° NMP/g de amostra (Tabela 3).

Tabela 3: NUmero Mais Provavel de Vibrio spp./g de amostra.

Amostra NMP de Vibrio spp. (NMP/Q)
1 2,40 x 10°
2 2,40 x 10°
3 2,40 x 10°
4 4,60 x 10
5 9,30 x 10°
6 4,30 x 10°
7 4,60 x 10*
8 2,40 x 10°
9 2,40 x 10°
10 2,40 x 10°
11 2,40 x 10°
12 4,30 x 10°
13 1,50 x 10°
14 4,60 x 10°
15 4,60 x 10°
16 4,60 x 10°
17 1,10 x 10°
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A média da contagem de Vibrio spp. apresentada foi de 4,37 UFC/g de
amostra, considerando 3,90 de intervalo de confianca (95%) e 0,92 de desvio

padrao, conforme Fig. 35.

-

5

NMP Vibrio spp. (log)

Fig. 35: Distribuicdo da contagem de Vibrio spp. em diagrama de caixa
(“block spot”).

Em duas amostras (os filés de cacdo de numeracéo 6 e 9) foram confirmados
a presenca de Vibrio parahaemolyticus. Obteve-se entdo um total de 11,8% de
resultados positivos, contra 88,2% negativos para a bactéria. (Fig. 36). Estas
amostras foram consideradas positivas por apresentar toda a sequéncia de
resultados combinados nas provas adicionais para deteccdo da bactéria. Nas
amostras positivas, a enumeracdo do microrganismo foi de 4,30 x 10° e 2,40 x 10°,

respectivamente.
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V. parahaemolyticus

] Megativo
M Posttivo

Fig. 36: Gréfico constando os resultados referentes a V.
parahaemolyticus.

Na Resolugdo RDC n° 12 da ANVISA (BRASIL, 2001) ndo consta padréo
limite de crescimento para o microrganismo. Porém, observam-se legislacbes e
autores internacionais que estabelecem limites maximos da bactéria em pescado.

Huss (1997) estipulou o padrdo limitrofe para V. parahaemolyticus de 10°
UFC/g de pescado. No presente trabalho, foram encontrados a bactéria em duas
amostras na ordem de 10% valor inferior, e 10° valor limitrofe ao preconizado.
Entdo, pode-se afirmar que os resultados obtidos no presente experimento foram
condizentes com o estipulado pelo autor e foram considerados como proprios para
consumo.

Porém, os valores encontrados no atual estudo sdo considerados superiores
aos padrdes estipulados por legisla¢des internacionais, como pode ser observado a
sequir.

Conforme ICMSF (1986), recomenda-se a enumeracdo de Vibrio
parahaemolyticus quando o peixe habita aguas quentes e costeiras, principalmente
destinado ao consumo cru. Os limites estabelecidos baseiam-se em anélise de cinco
amostras representativas, com a tolerancia de duas apresentando valores entre 102
e 10%. Embora as andlises procedidas neste experimento tenham sido indicativas, os

valores encontrados nas amostras 6 e 9 estavam acima do padrao.
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7

No Japao, é indicado o teste em filés de peixe de consumo cru, possuindo
como padrao valores inferiores a 100 NMP/g de amostra (FAO, 2005), enquanto que
em Hong Kong, considera-se como satisfatério quando o peixe cozido apresenta
resultados inferiores a 20 NMP/g, e aceitavel com valores entre 20 a 100 NMP/g. A
partir de 100 NMP/g, considera-se o peixe como insatisfatorio e inaceitavel (HONG
KONG, 2001).

A legislacdo sul-africana é mais rigorosa (AFRICA DO SUL, 2000). O padr&o
estimado para V. parahaemolyticus em peixes crus e parcialmente cozidos é
auséncia do microrganismo em 20 g de amostra.

A legislacdo neozelandesa néo apresenta padrao para o microrganismo.

A presenca de apenas duas amostras positivas no atual trabalho pode ser
explicada baseando-se na aquisicdo das amostras nos meses de julho a agosto,
onde a temperatura da agua normalmente € mais fria. Segundo CVE (2008), o V.
parahaemolyticus utiliza o lodo marinho como reservatério em meses frios, e em
temperaturas mais quentes, € encontrado livremente na adgua do mar ou peixes e
moluscos, por serem microrganismos mesofilos.

Na literatura, alguns estudos constam o isolamento do microrganismo em
pescado. No presente estudo foram encontrados resultados similares a outras
pesquisas, por serem encontradas duas amostras positivas para a bactéria. Hofer e
Silva (1986) constataram que 54,8% de peixes marinhos de diferentes espécies
eram portadores da bactéria. Chen (2004) obteve cerca de 4% de resultados
positivos para V. parahaemolyticus em amostras de atum.

Em contrapartida, Dams et al. (1996) ndo constataram a presenca de V.
parahaemolyticus na amostragem de pescadinha. Moura Filho et al. (2007) nao
identificaram a bactéria nas amostras de “sashimis” de atum, e observaram apenas a
presenca de outras cepas de Vibrio spp. Os dados do presente trabalho ndo sao
condizentes com as pesquisas realizadas pelos autores em epigrafe, pois ocorreu a

confirmacédo de duas amostras positivas para a bactéria.
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4.1.5 Staphylococcus coagulase positiva

As contagens encontradas nas analises de Staphylococcus spp. em todas as
amostras analisadas foram consideradas relativamente baixas, variando entre 7,00 x
10" e 8,10 x 10° UFC/g de amostra, conforme tabela 4.

Tabela 4: Contagem de Staphylococcus spp. (UFC/g de amostra).

Amostra Contagem de Staphylococcus
SpPP.
1 4,30 x 10°
2 1,34 x 10°
3 4,70 x 10°
4 2,70 x 10°
5 5,90 x 10°
6 5,50 x 10°
7 2,20 x 10°
8 6,00 x 10°
9 7,00 x 10°
10 1,56 x 10°
11 1,61 x 10°
12 1,90 x 10°
13 4,30 x 10°
14 8,10 x 10°
15 1,44 x 10°
16 2,80 x 10°
17 4,40 x 107

A média dos resultados obtidos foi de 3,10, com intervalo de confianca para
95% de 2,80. O desvio padréo encontrado foi de 0,58 (Fig. 37)
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Fig. 37: Distribuicdo da contagem de Staphyloccocus spp. em diagrama de caixa.

Em relacdo ao Staphylococcus coagulase positiva, a confirmacédo ocorreu em
15 amostras (88,2%), com excecao de duas (11,8%), as amostras codificadas como
de nimero 2 e 14 (Fig. 38).

S. coagulase positiva

MPosttive
HEHegativo

Fig. 38: Grafico constando as amostras
positivas para S. coagulase positiva.
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O padrdo preconizado pela legislacdo brasileira, Resolucdo RDC n° 12 da
ANVISA (BRASIL, 2001), é de no maximo 10% em pescado in natura, resfriados ou
congelados ndo consumidos crus. Sendo assim, todas as amostras estavam dentro
do padrao, consideradas proprias para consumo.

O presente estudo, por apresentar a maioria das amostras positivas para a
bactéria, contradiz muitas pesquisas encontradas em literatura onde o
Staphylococcus aureus ndo foi detectado em pescado, ou encontrou-se a bactéria
em poucas amostras.

Ayulo et al. (1994) identificaram a bactéria em apenas 20% das amostras de
pescado. Damasceno (2009) ndo encontrou amostra positiva para Staphylococcus
coagulase positiva em amostras de salmdo. Dams et al. (1996) também relataram
auséncia do microrganismo avaliando pescadinha (Cysnoscion striatus).

Em outros estudos, forma encontrados valores elevados de S. aureus em
pescado fresco. Na atual pesquisa, 0s resultados corroboram os resultados
encontrados em outras espécies de pescado. Haida e Muller (1984) obtiveram

45,3% de amostras de sardinhas acima da ordem de 10° UFC/g.

4.2 ANALISE SENSORIAL

O perfil tracado dos provadores consta que estes possuiam idades entre 19 e
57 anos, sendo em sua maioria do sexo feminino em ambos os dias de analise, com
82%. Apenas 18% dos participantes eram do sexo masculino.

Segundo os resultados encontrados no teste de preferéncia, no primeiro dia
de andlise sensorial, observou-se que o filé de cacéo preferido pelos provadores foi
a amostra 7, apresentando maior média global (6,02), seguida pela amostra 3 (5,29),
amostra 5 (5,02), amostra 2 (4,82) e, finalmente, amostra 1 (4,78). As amostras 5, 2
e 1 ndo apresentaram diferencas significativas entre si.

A amostra 7 obteve-se o melhor indice em relagdo aos atributos pesquisados,
cor, aroma, sabor e textura, seguida pela amostra 3, e amostras 5, 2 e 1, que néo
apresentaram diferencas significativas.

Quanto ao atributo cor, a amostra 5 obteve-se melhor performance que a

amostra 3, sendo os menores indices os das amostras 2 e 1, sem diferencas
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significativas. No atributo aroma, as amostras 5 e 3 ndo possuiram diferencas
significativas, assim como os filés 5, 2 e 1. Em relacdo a textura, as amostras 5 e 2
nao possuiram diferencas significativas entre si, e o pior desempenho foi atribuido a

amostra 1, conforme a tabela 5.

Tabela 5: Média dos atributos cor, aroma, sabor, textura das amostras, e média geral do primeiro dia

de andlise.
Atributos Amostras
1 2 3 5 7

Cor 4.47d 4.49d 4 87c 5,24b 5,78a
Aroma 4 87c 4.89c 5,16b 5,00bc 5,76a
Sabor 471c 4.69c 5,16b 4,76¢C 6,02a
Textura 4 .82d 5,18c 5,87b 5,18c 6,20a
Geral 4,78¢c 4.82c 5,29b 5,02¢c 6,02a

*Médias seguidas de letras iguais na mesma linha nao sao significativamente diferentes (p<5%).

No segundo dia de andlise sensorial, na amostra 15 foram obtidos os
melhores resultados nos desempenhos global e atributos propostos. A amostra 9
apresentou-se com os indices mais baixos e foi a Unica amostra que obteve valores
inferiores a 4, em ambos os dias de analise.

Quanto aos atributos propostos aos provadores, cor, aroma, sabor e textura,
de modo generalizado, o melhor desempenho foi do filé de cacdo 15 e o pior, da
amostra 9. Apenas no atributo aroma que na amostra 16 houve melhor resultado
que a 15, porém sem diferencas significativas. Em relacdo a cor, as amostras 16 e
11 nao foram significativamente diferentes. No atributo sabor, a amostra 11 foi mais

preferida que a 16, ocorrendo o oposto em relacao a textura (Tabela 6).
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Tabela 6: Média de atributos cor, aroma, sabor, textura das amostras, e média geral do primeiro dia

de andlise.
Atributos Amostras
9 11 15 16

Cor 3,80c¢* 4.47b 4 91a 4.64b
Aroma 3,64c 451b 4,76a 4.80a
Sabor 2,67d 5,04b 5,38a 4,78¢c
Textura 3,96b 5,22a 5,42a 5,27a
Geral 3,09b 5,07a 5,22a 5,04a

*Médias seguidas de letras iguais na mesma linha nao séo significativamente diferentes (p<5%).

Considerando os resultados obtidos no teste da aceitacdo, a amostra 7 foi
onde ocorreu 0 maior indice entre os provadores, com 96% de aceitacdo e apenas
4% de rejeicdo. O filé de cacdo 5 foi 0 menos aceito, com 80% de aceitacao.
Somente a amostra 9 ndo foi aceita, possuindo apenas 42% de notas iguais ou

acima de quatro, e 58% de notas inferiores (tabela 7).

Tabela 7: Percentagem de aceitacdo e rejeicdo do file de cacéo

Respostas Amostras

1 2 3 5 7 9 11 15 16
Aceitacao 84 80 86 80 96 42 86 84 83
Rejeicao 16 20 14 20 4 58 14 16 17

No final do questionario, o provador respondia a seguinte pergunta: “Vocé
compraria esta amostra?”, podendo optar por sim, ndo ou talvez. Os resultados

obtidos séo apresentados em percentagem na tabela 8.
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Tabela 8: Percentagem da intencdo de compra do file de cacéo.

Respostas Amostras

1 2 3 5 7 9 11 15 16
Sim 35 34 51 51 80 2 33 53 45
N&o 29 33 25 29 9 80 31 20 20
Talvez 36 33 24 20 11 18 36 27 35

Na amostra 7 foi obtido melhor desempenho em relacdo a intencdo de
compra, com 80% de provadores afirmando que a comprariam, 8,9% que nao a

comprariam e 11,1% indecisos (Fig. 39).

Amostra 7

& Sim
E Nao

Talvez

Fig. 39: Gréfico da intencao de compra da amostra 7.

O filé de cacdo de numero 9 foi a amostra em que ocorreu a maior rejeicéo e,
segundo os provadores, teria menor niumero de compradores, com apenas 2% de
respostas positivas, 80% de negativas e 18% de provadores indecisos, conforme
Fig. 40.
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Amostra9

& Sim
i Nao

Talvez

Fig. 40: Gréfico da intencao de compra da amostra 9 .

Portanto, a amostra 7 obteve-se melhor desempenho na analise sensorial. Os
indices mais baixos encontrados foram referentes & amostra 9.

De modo geral, frente aos resultados obtidos na analise sensorial, observou-
se que no filé de cacdo ocorreu uma boa avaliacdo dos consumidores. As respostas
perante os diferentes atributos (cor, aroma, sabor, textura e média global) foram em
sua maioria positivas.

Pode-se afirmar também que a carne do cacdo Anequim possui niveis
elevados de aceitacdo, havendo grande intencdo de compra pela opinido dos
provadores. Os resultados encontrados na presente pesquisa sdo semelhantes aos
de Barroso e Wiefels (2010), que relataram que o filé de cacdo se encontrava em 5°
lugar dentre os pescados importados mais vendidos nos supermercados do Rio de
Janeiro em 2009, com 4% das vendas.

Essa situacdo pode ser avaliada para inclusdo de melhorias na execucéo de
boas préaticas nos pontos anteriores a venda atacadista. Além disso, servir de
incentivo aos 6rgdo oficiais para implantacdo de um padrédo de identidade e
qualidade do filé.

Na literatura brasileira e mundial, sdo escassos os trabalhos realizados sobre
andlise sensorial, tratando de peixe fresco. Em relacdo a filé de cacdo, nenhum
estudo foi encontrado. O presente estudo se assemelha com muitos dos estudos
encontrados em pescado fresco, corroborando que a matriz alimenticia € aceita e

aprovada pelos consumidores.
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Bernardi (2012) encontrou melhor aceitacdo para a amostra de peixe-sapo no
dia zero, sem, contudo, haver rejeicdo dos consumidores pelas amostras no dia
quatro.

O estudo de Martins (2011) apresentou, em analise de frescor, a avaliacao
dos consumidores entre boa e moderada da pescada fresca, tendo a maior parte de
respostas perante os diferentes atributos como positivas.

Silva (2010) encontrou no inicio do periodo de estocagem sob regrigeracao os
escores médios de 1,83 para a sardinha verdadeira e 2,00 para a sardinha boca-
torta.

Fontes et al. (2007) verificaram que o estado de frescor do pescado
comercializado em varejo variou entre “bom” e “satisfatorio” (entre estados de frescor
“6timo, “bom” e satisfatérios”), obtendo como resultados todas as amostras aptas
para consumo.

Andrade (2006) concluiu que as amostras de atum frescas e as amostras
estocadas em gelo por nove dias obtiveram boa aceitacdo pelos julgadores, apesar
das frescas terem obtido melhor aceitacdo no atributo sabor.

Borges (2005) obteve nos dias zero, sete e 15 de estocagem sob gelo os
escores de aceitacdo entre seis e oito, e concluiu que as corvinas obtiveram uma
boa aceitacéo pelos julgadores.

Batista et al. (2004) verificaram que o matrinxa alterou-se levemente até o 20°
dias de estocagem, em andlise de odor, sabor e textura da musculatura do animal.

Foram classificadas neste periodo de tempo como classe A (especial).

4.3 RELACAO ENTRE RESULTADOS BACTERIOLOGICOS E SENSORIAIS

A tabela 9 consta a relacdo entre os resultados obtidos nas andlises

bacterioldgicas e teste de aceitagcdo sensorial.
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Tabela 9: Relagdo dos resultados bacteriologicos e sensorial.

Resultados
Amostra Bacterioldgicos Sensorial

1 Condicdes higiénico-sanitarias Boa aceitacao
adequadas

2 Condicdes higiénico-sanitarias Boa aceitacao
adequadas

3 Condicdes higiénico-sanitarias Boa aceitacao
adequadas

4 Presenca de Salmonella spp. -

5 Condigbes higiénico-sanitarias Boa aceitacao
adequadas

6 Presenca de Salmonella spp. e V. -

parahaemolyticus

7 Condicdes higiénico-sanitarias Boa aceitacao
adequadas

8 Presenca de Salmonella spp. -

9 Presenca de V. parahaemolyticus N&o aceita

10 Presenca de Salmonella spp. -

11 Condi¢bes higiénico-sanitarias Boa aceitagéo
adequadas

12 Presenca de Salmonella spp. -

13 Presenca de Salmonella spp. -

14 Condicdes higiénico-sanitarias -
adequadas

15 Condicdes higiénico-sanitarias Boa aceitacao
adequadas

16 Condicdes higiénico-sanitarias Boa aceitacao
adequadas

17 Presenca de Salmonella spp. -

Segundo os resultados bacteriologicos, todas as amostras estavam dentro
dos padrées estipulados para CBHAM e CBHAP (ICMSF, 1986), coliformes
termotolerantes (ICMSF, 1986) e Staphylococcus aureus (BRASIL, 2001).

As amostras 1, 2, 3, 5, 7, 9, 11, 14, 15 e 16 n&o se encontraram
contaminadas pela bactéria Salmonella spp. As amostras 4, 6, 8, 10, 12, 13 e 17, por
apresentar presenca da bactéria Salmonella spp., foram consideradas improprias
para consumo (BRASIL, 2001) e foram descartadas, ndo utilizadas na analise
sensorial.

Todas as amostras, com exce¢do das de numeracdo 6 e 9, possuiam
auséncia da bactéria Vibrio parahaemolyticus. Conforme ICMSF (1986), as
enumeracgdes encontradas nas amostras 6 e 9 estavam acima do padrao estipulado,

sendo consideradas improprias para consumo.
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Em relacdo aos resultados obtidos na andlise sensorial, a amostra 7 foi
julgada como melhor desempenho e os indices mais baixos encontrados foram
referentes a amostra 9, que ndo obteve valores suficientes e foi rejeitada.

A amostra 14, que se apresentou como propria para consumo de acordo com
os resultados bacterioldgicos, ndo foi utilizada na andlise sensorial por apresentar
descaracterizacéo de coloracao e odor da carne de cagéo.

Pode-se observar que a amostra 9 foi a Unica a ndo possuir condicdes
higiénico-sanitarias adequadas, pela presenca de V. parahaemolyticus, e utilizada
na avaliacdo sensorial, onde houve rejeicdo por parte dos julgadores. Nao ha dados
cientificos que relatem que a presenca da bactéria encontrada em matriz alimenticia

promova alteracdes sensoriais no produto.



5 CONCLUSAO

Considerando os resultados apresentados, pode ser concluido que o
consumo dos filés de cacdo Anequim (I. oxyrinchus), comercializados em mercados
de Niterdi, podem gerar riscos a saude humana pela presenca de Salmonella spp.,
em 41,2% das amostras, e V. parahaemolyticus, em 11,8% de filés amostrais.

Conclui-se ainda que a carne de cacdo é aceita pelos consumidores,
totalizando 94,2% de aceitagdo, e, segundo a intencdo de compra, é comercializada
com frequéncia em Niterdi, Rio de Janeiro.

Promovendo uma relacdo entre os dados encontrados nas duas analises, €
necessario a implantancédo de padrbes de identidade e qualidade do filé junto aos
orgdos oficiais, para que haja a comercializacdo do produto em conformidade com
padrdes estipulados em legislacao, ndo promovendo riscos a saude coletiva.

Também, é de suma importancia a aplicacdo de Boas Praticas de
Manipulacdo alinhadas a outras ferramentas de controle de qualidade, por parte dos
pescadores e manipuladores da carne de cagéao, evitando a contaminacdo da matriz

alimenticia estudada.
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