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RESUMO

Os peixes sdo alimentos altamente pereciveis, e como tais exigem cuidados
especiais em sua manipulacdo, estando sujeitos a contaminacdo por diversos
microrganismos. Em condi¢cdes normais de refrigeracdo, o prazo de vida util destes
produtos esta limitado pelos processos de deterioracdo enzimatica e microbiologica,
0 que limita seu prazo de distribuicdo e comercializacdo. O presente estudo teve
como objetivo estabelecer as concentracfes e mesclas de gases mais adequados
na conservacao de Pargo (Pagrus pagrus). As amostras foram obtidas em um
entreposto de pesca em Niter6i. No laboratério, estas foram seccionadas em
fragmentos de 50g de lombo cada. Os fragmentos foram embalados em diferentes
atmosferas: 100% ar, vacuo, 40/60% CO2/N,, 80/20% CO,/N,, e 100% CO,. As
embalagens foram mantidas sob refrigeracdo (3,0+1,0 C°) por 23 dias. Para
contagens de bactérias heterotréficas aerébias meséfilas e de bactérias da familia
Enterobacteriaceae foram utilizados os meios Agar Padrdo para Contagem (APC) e
VRBG (violet red bile glucose), respectivamente, incubados a 35°C durante 24/48
horas. Na determinacé@o da concentragdo de bases volateis totais (BVT), foi utilizado
o método de microdifusdo de Conway. O pH foi mensurado pelo método
potenciométrico. Os resultados obtidos demonstram um maior crescimento
microbiano no pargo acondicionado em 100% ar, seguido pelo acondicionado a
vacuo. As contagens de bactérias totais mais baixas foram observadas em
atmosferas com a presenca de dioxido de carbono. As amostras embaladas sob
condi¢cdes de aerobiose tiveram um aumento de seu pH alcangando um valor de
6,47 no 3° dia, resultados semelhantes foram encontrados nas amostras estocadas
a vacuo. Os pargos armazenados em diferentes concentracbes de CO;
apresentaram um aumento mais gradual de seu pH. As amostras embaladas em
100% ar e vacuo tiveram elevadas quantidades de BVT a partir do 3° e 12° dia,
respectivamente. A evolucédo de BVT foi bastante semelhante em todas as amostras
enriquecidas com CO,, apresentando resultados superiores a 30 mg BVT/100g a
partir do 19° dia de estocagem, com excecdo do 80/20% CO,/N,, que se manteve
baixo até o final. Estas analises demonstraram que, mesmo nos tratamentos onde
houve inibicdo do crescimento microbiano, ocorreu degradacdo de aminoacidos e
proteinas possivelmente devido a processos enzimaticos autoliticos. Na analise
histologica foi observado um crescimento microbiano e uma desintegracéo das fibras
musculares nas embalagens sem CO,. Com os resultados obtidos se conclui que a
embalagem com 80/20% CO,/N, seria a mais adequada para a estocagem do pargo,
pois com esta atmosfera houve uma maior preservagédo da carne, aumentando sua
vida util e sendo eficaz nos parametros de qualidade.

PALAVRAS CHAVE: Atmosfera modificada; Pargo (Pagrus pagrus); Vida util; Histologia.



RESUMEN

Los pescados son alimentos altamente perecederos, y como tal exigen cuidados
especiales en su manipulacion, estando sujetos a contaminacion por distintos
microorganismos. En condiciones normales de refrigeracion, el plazo de vida util de
estos productos esta limitado por los procesos de deterioro enzimatico y
microbiolégico, lo que limita su periodo de distribucién y comercializacion. El
presente estudio tuvo como objetivo establecer las concentraciones y mezclas de
gases mas adecuadas en la conservacion de Pargo (Pagrus pagrus). Se obtuvieron
las muestras en una Lonja de Pesca en Niteroi. En el laboratorio, se seccionaron los
pescados y se separaron los lomos (~50 g). Los fragmentos se envasaron en
distintas atmédsferas: 100% aire, al vacio, 40/60% CO,/N,, 80/20% CO,/N, y 100%
CO,. Los envases se mantuvieron en refrigeracion (3,0 £ 1,0 °C) durante 23 dias.
Los recuentos de bacterias aerobias totales y recuento de bacterias de la familia
Enterobacteriaceae, se llevaron a cabo en PCA (plate count agar) y VRBG (violet red
bile glucose), respectivamente, a 35°C durante 24/48h. En la determinacion de la
concentracion de bases nitrogenadas totales (NBVT), se utilizé el método de
microdifusion de Conway. El pH se midié en un potenciométrico, y se realizo el
analisis sensorial del color, olor y aspecto del producto en el momento de la apertura
del envase, y el analisis histologico en los dias 0, 5, 9, 15 y 22. Los resultados
obtenidos demuestran un mayor crecimiento microbiano en el pargo almacenado en
100% aire, seguidos por aquellos en el vacio. Los recuentos de bacterias totales
mas bajos fueron observados en atmdsferas con presencia de didxido de carbono,
mientras que las Enterobacteriaceaes presentaron menores recuentos en 80/20%
CO,/N,. Las muestras envasadas bajo condiciones de aerobiosis tuvieron un
aumento de su pH alcanzando valor de 6,47 en el 3° dia, resultados similares fueron
encontrados en las muestras estocadas al vacio. Los pargos almacenados con
distintas concentraciones de CO, presentaron un aumento mas gradual de sus pH.
Las muestras envasadas en 100% aire y vacio tuvieron elevadas cantidades de
NBVT a partir del 3° y 12° dia, respectivamente. La evolucion de NBVT fue bastante
semejante en todas las muestras enriguecidas con CO,, estas presentaron
resultados superiores a 30 mg NBVT/100g a partir del 19° dia de almacenaje, con
excepcion del 80/20% CO,/N,, que se mantuvo bajo hasta el final. El efecto de las
tres atmosferas enriquecidas en CO, en las caracteristicas sensoriales fue similar,
excepto en el caso de la textura, ya que mientras que en las muestras almacenadas
en 80/20% CO,/N, y 100% CO, se observo la aparicion de flacidez tras 12 dias. En
la analisis histologica si observé un crescimento microbiano y una desintegracion de
las fibras musculares en los envases sin CO, Con los resultados obtenidos se
conclui que el envase con 80/20% CO,/N, seria lo mas adecuado para el
almacenaje de pargo, pues con esta atmdésfera hubo una mayor preservacion de la
carne, aumentando su vida Gtil y siendo eficaz en los pardmetros de calidad.

PALABRAS CLAVE: Atmosfera modificada; Pargo (Pagrus pagrus); Vida util; Histologia.



1 INTRODUCAO

O peixe é uma fonte de proteinas de alto valor bioldgico, além de ser um
alimento de alta digestibilidade, com satisfatério teor de gorduras insaturadas,
vitaminas e minerais. Dentre seus principais componentes quimicos estdo a agua,
proteina bruta e lipideos, que juntos somam cerca de 98% do peso total da carne
(SIKORSKI, 1990). Estes componentes sdo de maxima importancia por
influenciarem diretamente o valor nutricional, a qualidade sensorial e a vida util dos
produtos da pesca, sendo a degradacao proteica e a oxidagao lipidica os principais
responsaveis por alteracdes nestes atributos. No entanto nem todos os compostos
nitrogenados estdo sob a forma protéica; dentre os compostos ndo protéicos
encontram-se 0s aminoacidos livres e as bases volateis nitrogenadas, tais como
amonia, trimetilamina, creatina, taurina, acido urico e histamina, sendo esta de
grande importancia em saude publica e, de acordo com Lehane e Olley (2000), a
principal responsével por surtos de intoxicagdo alimentar envolvendo escombrideos.

Por sua composi¢ao biolégica o pescado pode ser considerado um alimento
altamente nutritivo, em consequéncia disto, a producdo e consumo de pescado vem
aumentando a cada ano.

No Brasil a producédo pesqueira tem evoluido significativamente nos ultimos
anos, sendo o total produzido, incluindo a pesca extrativa costeira, continental,
oceanica e a aquicultura de 728 mil toneladas em 1994, passando a 985 mil
toneladas em 2002. Os setores que apresentaram maior crescimento foram a pesca
continental, oceanica e principalmente a aquicultura, conforme observado na Figura
1 (IBAMA, 2002).
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Figura 1 — Representacéao grafica da evolucdo da producao pesqueira no Brasil.

Em 2001 o Brasil ocupava a 272 posicdo entre os paises produtores de
pescado, chegando a uma producéo total de 693 mil toneladas oriundas da pesca e
153 mil toneladas oriundas da aquicultura, ficando atras de tradicionais paises

pesqueiros como a China, Peru e Japéo (Figura 2) (FIPERJ, 2001).
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Figura 2 — Representacdo gréafica da posicdo do Brasil em relacdo a
outros paises no ano de 2001.
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Dentre os estados brasileiros, as regides sudeste e sul apresentam condicdes
oceanograficas, morfologia de fundo e tipo de sedimentacdo relativamente
homogéneos, determinando um ambiente favoravel ao desenvolvimento da atividade
pesqueira, a exce¢do do Espirito Santo e o norte do estado do Rio de Janeiro.

Os estados do Rio de Janeiro, S&o Paulo, Santa Catarina e Rio Grande do
Sul concentram frotas diversificadas e importantes pontos de desembarque e
processamento do pescado. Em 2002 a regido Sudeste foi responsavel por uma
producéo total de pescado estimada em 154 mil toneladas, equivalendo a 15,3% da
producdo de pescado do Brasil neste ano, e o Rio de Janeiro produziu o equivalente
a 63 mil toneladas de pescado (Figura 3) (FIPERJ, 2002).
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Figura 3 — Representacao grafica da producao total de pescado (t) estimada
por ano, segundo as regides e unidades da federacgao.

O estado do Rio de Janeiro situa-se um pouco abaixo do limite norte de uma
ampla area pesqueira caracterizada pelo alargamento da plataforma continental e
pela marcante influéncia da agua subtropical, mais fria e rica em nutrientes, que
permitem a sustentacdo de grandes populacfes de peixes pelagicos, tais como a
sardinha verdadeira, a cavalinha, o pargo e o xerelete, entre outros (INFOPESCA,
1997).

Nas regides Sul e Sudeste, a influéncia da massa de 4gua da Corrente das

Malvinas e a ocorréncia de ressurgéncias possibilitam uma maior abundancia de
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pescado, especialmente até a altura de Cabo Frio. As ressurgéncias ocorrem em
decorréncia da combinacdo de fatores como mudancas na direcdo da Corrente do
Brasil, topografia de fundo e efeito dos ventos predominantes na area.

O pescado no Brasil situa-se entre as quatro maiores fontes de proteina
animal para o consumo humano. As ultimas estimativas indicam que esta atividade &
responsavel pela geracdo de 800 mil empregos diretos, e conta com um parque
industrial composto por cerca de 300 empresas relacionadas a captura e
processamento de pescado (IBAMA 2002). Esses fatos demonstram que a pesca
brasileira € um componente fundamental para a socioeconomia do pais, sendo o
pargo (Pagrus pagrus) uma das espécies de maior interesse comercial devido a
gualidade de sua carne.

Esta espécie habita fundos de rochas, de corais ou de areia, desde a costa
até proximo da borda da plataforma continental, em profundidades que variam de 10
a até mais de 200 metros (CARVALHO FILHO, 1992). Ocorrem em aguas costeiras
tropicais e temperadas (MENEZES e FIGUEIREDO, 1980) desde os Estados Unidos
até a Argentina e também no Mar Mediterraneo, sendo o peixe mais abundante do
litoral capixaba (NOMURA, 1933). Geralmente ndo formam grandes cardumes; 0s
jovens concentram-se em aguas de pouca profundidade, em praias arenosas e
rochosas, e os adultos vivem isoladamente ou formam pequenos grupos em aguas
mais profundas (MENEZES e FIGUEIREDO, 1980). Embora possam atingir 80 cm e
oito quilos, os pargos mais comuns tém menos de 55 cm e dois quilos.

Possuem corpo ovalado e boca pequena, provida de séries de dentes com
pontas arredondadas. Sua coloracdo é résea com reflexos dourados e pontos
azulados (Figura 4).
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Figura 4 — Peixe da espécie Pagrus pagrus

REINO: ANIMALIA
FILO: CHORDATA
SUPERCLASSE: PISCES
CLASSE: ACTINOPTERYGII
ORDEM: PERCIFORMES
FAMILIA: SPARIDAE
GENERO: PAGRUS
ESPECIE: P. PAGRUS

Peixes da espécie Pagrus pagrus sao facilmente encontrados ao longo do
litoral do estado do Rio de Janeiro, sendo fonte de renda para pescadores e principal
material de exportacdo para as industrias durante todo o ano.

No entanto, por ser um alimento altamente perecivel, o pescado exige
cuidados especiais na sua manipulagéo, estando sujeito a contaminacao pelos mais
variados microrganismos, adquiridos no proprio ambiente aquatico, ou durante as
diferentes etapas de captura, transporte e distribuicao.

Estes microrganismos podem influenciar no prazo de vida comercial do
pescado em aerobiose, ja reduzido em funcdo da sua propria composicao biolégica
e limitado pelo processo de deterioragdo enzimatica e microbiologica, acarretando
um tempo restrito de comercializacdo e distribuicdo, principalmente quando

transportado a longas distancias. De maneira geral, quando mantido sob
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refrigeracdo e gelo, a vida util do pescado pode variar entre dois a 14 dias,
dependendo da espécie, local de captura e estacdo do ano (STAMMEN et al., 1990).

Em funcdo do reduzido prazo de vida comercial, a crescente demanda por
produtos frescos, e ainda, com a necessidade de reducdo de custos relacionados a
energia utilizada nos processos de refrigeracdo e congelamento, justifica-se a busca
por tecnologias que permitam um aumento no prazo de vida comercial de alimentos
altamente pereciveis e com alto teor protéico como peixes, carnes vermelhas e
produtos de aves, possibilitando assim, transportes a longas distancias mais
econdbmicos, reducdo de perdas devido a deterioragdo e conveniéncia para a
indUstria e consumidor.

Atendendo a esta demanda, tém-se investido em estudos de embalagens em
atmosfera modificada.

Tendo em vista 0 exposto acima, 0 presente estudo teve como objetivo geral
identificar as concentracbes e misturas de gases que apresentam melhor
desempenho e, portanto, maior aplicabilidade na conservacdo desta espécie de
pescado sob refrigeracao, interferindo no aumento do seu prazo de vida comercial.

Para tal alguns objetivos especificos foram estabelecidos, como:

A determinacdo do comportamento da populacdo bacteriana durante o
periodo de estocagem, através da contagem de bactérias heterotroficas
aerObias mesodfilas, e contagem de bactérias da familia

Enterobacteriaceae;

e O estudo das modificacbes nas caracteristicas fisico-quimicas de pH e

BVT, durante a estocagem;
e A observacao das alteracdes sensoriais de cor, odor e aspecto;

e A caracterizacdo das alteragbes histologicas decorrentes do periodo de
estocagem.



2 REVISAO DE LITERATURA

A seguir sera feita uma revisao bibliografica onde serdo abordados os temas:
deterioracdo do pescado refrigerado, dando énfase as altera¢cdes microbioldgicas,
fisico-quimicas, sensoriais e histolégicas durante a armazenagem do pescado sob
refrigeracdo; e ainda o uso de embalagens em atmosfera modificada na preservacao

de alimentos.

2.1 DETERIORACAO DO PESCADO REFRIGERADO

Dentre os diversos produtos carneos, o pescado € o0 mais sensivel a
deterioracdo, oxidacdo e alteracdes diversas por microrganismos, devido a sua
propria composicdo biologica (ASHIE et al, 1996).

A deterioracdo em pescado pode ser definida como uma série de mudancas
post mortem que ocorrem na musculatura do pescado. Tais alteracdes sao
potencializadas com a falta de cuidados na manipulacdo, processamento ou
estocagem deficiente (MUKUNDAN et al., 1986).

As diferentes composic¢des dos tecidos do pescado tém uma grande influéncia
no tempo e velocidade de alteracdo post mortem. Dentro de uma mesma espécie, 0
tamanho, estagio de desenvolvimento, e métodos de captura e manipulacdo também
tém um efeito significativo (RUITER, 1995). Outros fatores a serem levados em
consideracdo sao a natureza pecilotérmica do pescado e o seu ambiente aquatico, o
elevado pH post mortem, a presenca de grandes quantidades de nitrogénio nao
protéico e de Oxido de trimetilamina (GRAM e HUSS, 1996).
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2.1.1 Microbiota do pescado e sua agcdo no processo de deterioragdo

O pescado pode ser vinculador de uma grande variedade de microrganismos
patogénicos ao homem, sendo a maior parte deles provenientes da contaminagao
ambiental através de lancamento de esgoto domeéstico nas aguas de reservatorios,
lagos, rios e do mar (CONSTANTINIDO, 1994). Alguns autores citam ainda que na
pesca maritima, a captura de peixes em aguas costeiras oferece maiores riscos do
que a realizada em alto mar, em consequéncia da poluicdo dos grandes centros e
das desembocaduras de redes de esgoto proximas a costa, promovendo a adi¢cdo
de microrganismos oriundos de matéria fecal a superficie do pescado (EIROA, 1980;
LIMA, 1997; ALMEIDA -FILHO, 2004).

A microbiota do pescado vivo esta diretamente relacionada as aguas onde ele
habita. No muco que recobre a superficie externa do pescado ja foram isoladas
bactérias dos géneros Pseudomonas, Acinetobacter, Moraxella, Alcaligenes,
Micrococcus, Flavobacterium, Corynebacterium, Sarcina, Serratia, Vibrio, Bacillus e
pertencentes a familia Enterobacteriaceae. Os microrganismos encontram-se tanto
nas superficies externas (pele e branquias), como nos intestinos dos peixes vivos e
recém capturados (HUSS, 1995). Na pele essa carga microbiana € de
aproximadamente 10% a 10%cm?, enquanto nas guelras as concentragées variam de
103 a 10%g (OGAWA e MAIA, 1999).

Sao0 muitos 0os microrganismos que habitam o trato digestivo dos animais
marinhos e, inevitavelmente, muitos se dispersam pela cavidade abdominal durante
a evisceracado. A baixa tensédo de oxigénio nos intestinos explica a existéncia de uma
diferente distribuicdo de grupos bacterianos, onde as cepas de Vibrio estdo em
maior quantidade e acredita-se haver uma pequena quantidade de anaerobios
restritos, como o Clostridium spp (RUITER, 1995).

As bactérias presentes na superficie do pescado procedente das aguas do
norte sdo comumente psicréfilas, enquanto que as presentes em pescado
procedente de aguas tropicais tendem a ser mesoéfilas (FRAZIER e WESTHOFF,
1988).

Em termos quantitativos, os peixes capturados em aguas muito frias e limpas
contém um menor nimero de microrganismos do que os capturados em aguas
guentes. No entanto, sabe-se que o numero de microrganismos existentes na pele

do pescado pode ser influenciado pelo sistema de pesca, manejo do pescado desde
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a captura nos barcos até a sua destinacao final, passando por inimeras fases de
processamento e transporte, dentre elas a replecéo das visceras que pode aumentar
drasticamente a contaminacédo bacteriana caso esse processo seja executado de
maneira incorreta (FRAZIER e WESTHOFF, 1988; CARDONHA et al., 1994; ZICAN,
1994; HUSS, 1995; BRESSAN e PEREZ, 2001).

Dentre 0os microrganismos mais importantes destacam-se os do género Vibrio,
onde o Vibrio parahaemolyticus esta usualmente presente nas aguas costeiras do
mar (LIMA, 1997); bactérias do género Salmonella, comumente encontradas em
aguas poluidas por esgotos ou excretas de animais (GERMANO et al., 1993);
Streptococcus sp. e Staphylococcus aureus podem estar presentes nas mucosas e
superficie da pele, onde encontram ambiente favoravel para sua multiplicacédo, e séo
consequéncia direta da manipulacéo inadequada (GERMANO et al., 1998).

O rapido incremento na populacdo bacteriana ao longo do processo de
deterioracBo € conseqUéncia da intensa multiplicacdo de Aeromonas e
Pseudomonas, visto que estes géneros se adaptam rapidamente as condi¢Oes de
refrigeracdo e se utilizam maneira eficaz os extratos da carne de pescado
(SIKORSKI, 1990).

No entanto, o peixe absolutamente fresco e integro € impermedavel a bactérias
devido a pele intacta. Apés a morte, a autélise se instala, tornando a pele do peixe
permeavel as bactérias e ao mesmo tempo liberando agucares simples, aminoacidos
livres, entre outras substancias, o que prové um meio rico em nutrientes para o
crescimento bacteriano (MUKUNDAN et al., 1986). Durante os primeiros dias de
armazenamento em gelo, a populagédo bacteriana se concentra na superficie da pele
do pescado. A lenta penetragcéo no tecido muscular ocorre principalmente em pontos
onde estejam presentes cortes e erosbes na pele, que facilitem o ingresso
bacteriano. A taxa de penetracdo dependera das caracteristicas proprias da pele da
espécie pesqueira, podendo diferir muito entre uma espécie e outra (SIKORSKI,
1990).

A deterioracdo no pescado ocorre em velocidades muito distintas, e tem-se
proposto como explicacao diversas propriedades da superficie do pescado, como a
textura da pele que em espécies como o bacalhau (Gadus morhua) e a merluza
(Merlangius merlangus) se apresenta fragil e de facil deterioragdo, quando

comparados a alguns peixes planos (HUSS, 1995).
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2.1.2 Alteragdes fisico-quimicas

Apoés a captura e morte, a atividade celular se mantém impulsionada pelas
reservas energéticas que ainda restam. A degradacdo do glicogénio em glicose e
acido latico é similar a que ocorre com a carne dos mamiferos, e o acumulo de acido
latico provoca um decréscimo do pH muscular. Ainda que este decréscimo seja mais
rapido nos pescados que nos mamiferos, a maior parte dos peixes possui pouco
glicogénio muscular, e grande parte deste se perde durante a captura, onde 0 peixe
emprega grande esforco para fugir de redes ou anzois, esgotando assim sua reserva
energeética, de maneira que o seu pH final é alto (MEDEIROS, 2002).

Conforme o processo de degradacdo avanca, o pH muscular aumenta
superando o valor da neutralidade, permitindo a liberagcdo de quantidades cada vez
maiores de amoniaco, contribuindo para criar o odor tipico de pescado decomposto.
Sem duvida, a causa predominante do odor amoniacal € a trimetilamina (TMA),
originaria da degradacdo do o6xido de trimetilamina (OTMA), no entanto outros
produtos do metabolismo bacteriano também contribuem na percepcao sensorial da
degradacdo, como os acidos graxos de cadeia curta como o acido latico e o acido
butirico, derivados dos acucares glicose e ribose; os aldeidos e cetonas dos lipidios
tissulares; aminas como o indol, o escatol, a histamina, a putrescina e a cadaverina;
assim como o amoniaco procedente dos aminoacidos e proteinas (RUITER, 1995).

A deterioracdo ou as alteracdes autoliticas sdo as principais responsaveis
pela perda da qualidade inicial do pescado fresco, principalmente devido ao rapido
desenvolvimento de odores desagradaveis e ao aparecimento de manchas devido a
acdo de enzimas digestivas. A alteracdo autolitica mais importante € a reducédo do
OTMA, que ocorre devido a acdo de bactérias e que em peixes refrigerados leva a
formacédo de TMA, enquanto no pescado congelado a atividade bacteriana é inibida
e o OTMA é convertido em dimetilamina e formoldeido por enzimas autoliticas
(HUSS, 1995).

2.1.2.1 pH

As modificacdes de pH ocasionadas pela decomposicdo do pescado tém

origem na atividade enzimatica e acao das bactérias que modificam a concentracao
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de ions livres disponiveis (OGAWA e MAIA, 1999). Em geral, o acido latico gerado a
partir do glicogénio, em condi¢cdes de anaerobiose, é a principal causa da queda do
pH post mortem, porém essa acidificagdo também € influenciada pela liberacdo de
fosfatos inorganicos e amoniaco, como consequéncia da degradacdo enzimatica do
ATP (SIKORSKI, 1990).

A queda do pH apdés a captura esta diretamente relacionada com as
condi¢cdes de pesca, onde quanto maior for a resisténcia do peixe a captura e
consequentemente maior for o seu nivel de estresse e fadiga, menor serdo as
reservas de glicogénio muscular, ocasionando em uma menor producdo de acido
latico, determinando o pH final do pescado (LEITAO, 1984). Porém, dentro de uma
mesma espécie, o pH muscular pode variar consideravelmente dependendo da
estacdo do ano e do estado bioldgico do pescado (RUITER, 1995; GRIKORAKIS et
al. 2003).

De maneira geral, o pH final do pescado capturado em aguas frias ndo é
menor que 6,2, no entanto, com o inicio do processo de deterioracdo o pH do
pescado aumenta em funcdo da decomposicdo de aminoacidos e da uréia, e da
desaminacéao, criando um meio favoravel ao crescimento bacteriano.

Em geral, valores de pH préximos a 7,0 séo indicativos de decomposicéo, e a
medida que os valores passam de neutros a alcalinos, o produto torna-se improprio
para o consumo. Conforme determina o Laboratério Nacional de Referéncia Animal
— LANARA (BRASIL, 1981) que estabelece que os valores de pH para carnes de
pescado préprias para consumo imediato variam entre 5,8 a 6,4, e que acima deste

indice a carne encontra-se em inicio de decomposicéo.

2.1.2.2 Bases Volateis Totais

A degradacdo post mortem dos compostos nitrogenados € o principal
responsavel pela perda gradual do frescor do pescado e pelo aparecimento dos
primeiros sinais de putrefacdo. Isto se deve a decomposi¢édo de alguns componentes
ndo protéicos que influenciam no aroma dos alimentos marinhos, bem como da
formacdo de compostos volateis e degradacdo de proteinas, que originam

coloracdes e propriedades sensoriais indesejaveis a carne de pescado.
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As bases volateis totais compreendem o amoniaco, trimetilamina (TMA),
pequenas quantidades de dimetilamina (DMA) e metilamina e, conforme o processo
de decomposicdo bacteriana, ocorre um incremento significativo em suas
quantidades.

Dentre as alteracdes que originam compostos volateis a mais importante € a
reducao do oxido de trimetilamina (OTMA) em TMA (Figura 5), e o desdobramento
enddégeno do OTMA até DMA e formoldeido (Figura 6). Ambas reac¢des contribuem
para um aumento gradual nas bases volateis totais nos musculos de pescado. A
producdo de DMA e formoldeido ocorre principalmente em pescado congelado, em

condicGes anaerobias.

NADH + H" + (CH3)sNO — NAD" + (CHs)sN + H,O

Figura 5 — Esquema da reducdo do OTMA em TMA.

(CH3)sNO —> (CHs),NH + HCHO

Figura 6 — Esquema do desdobramento enddgeno do OTMA até DMA e formoldeido.

No inicio do processo degradativo, a base volatil mais representativa € a
amonia originaria dos produtos da desaminacdo dos derivados do ATP e,
posteriormente, tem-se o incremento da amonia derivada da degradagao de outros
compostos nitrogenados e TMA, formada a partir do OTMA. Isto ocorre através da
acdo de bactérias anaerdbias capazes de empregar o OTMA como aceptor final da
cadeia de elétrons durante a respiracdo anaerobia, posteriormente reduzido a TMA,
um dos compostos predominantes no pescado deteriorado e responsavel pelo seu
odor tipico (OGAWA e MAIA, 1999). A reducdo do OTMA esta geralmente associada
as bactérias tipicas do ambiente marinho como as dos géneros Vibrio e Aeromonas,

assim como as bactérias intestinais como as Enterobacteriaceaes (HUSS, 1995).
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No Brasil a Portaria n® 185 de 13 de maio de 1997 do Ministério da Agricultura
Pecuaria e Abastecimento — MAPA (BRASIL, 1997) determina que o limite legal para
as bases volateis totais em pescados ndo elasmobranquios € de 30mgN/100g. Lira
et al. (2001) analisaram a quantidade de bases volateis totais em 45 amostras de
peixe-serra (Pristis pectinata) comercializados em um mercado em Maceio e
encontraram valores oscilando entre 18,67 mg N/100g a 22,32 mg N/100g de

musculo.

2.1.3 Propriedades sensoriais

A avaliacdo sensorial € uma das principais ferramentas de determinacdo do
estado de frescor do pescado por ser um método rapido, de facil execucéo, de baixo
custo, ndo destrutivo e por estar diretamente relacionado aos critérios de aceitacao
adotados pelo consumidor. A avaliacdo sensorial baseia-se em parametros como a
aparéncia, textura e odor.

De maneira geral o pescado fresco apresenta um sabor de algas marinhas,
doce e delicado, um odor caracteristico, carne firme, elastica, de coloracao
translucida, uniforme e brilhante. Com o inicio do processo de deterioracdo formam-
se compostos com odor e sabor acidos, tendendo a ervas ou frutas, e mais tarde
aparecem substancias amargas, de aspecto gomoso e aroma sulfuroso, culminando
com o carater amoniacal e fecal, caracteristico do estado putrido, sendo o0s
microrganismos 0s principais agentes responsaveis pela origem de sabores e odores
indesejaveis (HUSS, 1995).

A carne do pescado fresco é transllcida, porém, com o passar do tempo e o
inicio do processo de deterioracdo, tende a ser opaca. A coloracéo da carne branca
do pescado varia de branco leitoso claro até cinza. Por oxidagdo enzimatica dos
pigmentos hemoglobina, os musculos de coloracdo vermelho escuro se tornam
castanhos. O tecido muscular existente sob a pele, que a principio € claro e aquoso,
torna-se turvo e gomoso adquirindo diversas tonalidades, como resultado do
abundante crescimento bacteriano (SIKORSKI, 1990).

Sikorski (1990) afirma ainda que as alteracdes na textura do pescado sdo

comumente representadas por uma diminuicdo na elasticidade e um aumento na
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maciez, sendo este resultado da desintegracdo estrutural consequente do
relaxamento do tecido conjuntivo e da fragmentacdo das miofibrilas.

De acordo com o objetivo do experimento, podem ser realizados testes
sensoriais discriminativos, descritivos ou afetivos. A analise descritiva € um conjunto
de métodos de avaliacdo sensorial que identifica, descreve e quantifica as
caracteristicas sensoriais de um produto (MORALES, 1994). Atributos como
aparéncia, aroma, sabor e textura sdo importantes na avaliacdo da qualidade do
pescado quando se utiliza este método (BIRCH et al.,, 1977). Tais atributos foram
utilizados por Borges (2005) ao estudar a qualidade da corvina (Micropogonias
furnieri) eviscerada e inteira, estocadas em diferentes periodos a temperatura de
0°C, bem como por Lalitha et al. (2005) ao analisarem as altera¢des microbiol6gicas
e bioquimicas em pearl spot (Etroplus suratensis Bloch) estocado em embalagem
em atmosfera modificada (EAM).

Lannelongue et al. (1982) trabalhando com carne de peixe espada (Ziphias
gladius), e Parkin et al. (1981) estudando a conservacao de filés de pescado,
também utilizaram a coloracdo como atributo de avaliacdo da qualidade de pescado
em EAM.

2.1.4 Aspectos histolégicos

Os peixes teledsteos possuem sistema musculo-esquelético com esqueleto
axial e apendicular de osso verdadeiro, com 0s mesmos componentes basicos do
esqueleto de mamiferos. A musculatura apresenta-se organizada formando
compartimentos distintos, sendo a musculatura subjacente a derme, vermelha, e a
musculatura profunda, branca (SUZUKI, 1987). A distribuicdo dos tipos de fibras na
musculatura vermelha e branca mostra-se variavel entre as diferentes espécies. Esta
variacdo pode ser atribuida ao modo de locomocdo, bem como ao habito alimentar
desses animais (ROBERTS, 1978). Em peixes de maior atividade a concentracao de
fibras vermelhas aumenta, como no atum onde as fibras vermelhas contribuem
significativamente com o total de tecido muscular, sendo a musculatura branca
aparentemente utilizada durante a aceleracao e natacao rapida (BECHTEL, 1986).

Semelhante aos mamiferos, os peixes também possuem musculatura lisa e

dois tipos de musculatura estriada. Histologicamente, a musculatura lisa caracteriza-
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se por ser constituida de fibras longas, afiladas, mononucleadas e desprovidas de
estriacdes. Ja 0 musculo cardiaco apresenta estrias transversais, formadas por
células ramificadas e com nudcleo central. A musculatura estriada esquelética é
formada por células multinucleadas com nucleos periféricos (ROBERTS, 1978).

A deterioracdo da musculatura do pescado é caracterizada pela presenca de
dois processos distintos, a autdlise e a heterdlise. A autdlise muscular tem como
consequéncia a perda de detalhes celulares e tinturiais, o citoplasma torna-se
granuloso e hialino, e hd perda dos limites celulares e afinidade pelos corantes.
Assim como a autolise, a heterdlise também, &€ um fendbmeno comumente
encontrado durante o processo de degradacéo tecidual, sendo caracterizada como
uma destruicdo tecidual causada por enzimas proteoliticas, decorrentes da
proliferacdo bacteriana nos tecidos. Como consequUéncia da heterdlise tem-se o
aparecimento de enfisema cadavérico, que se caracteriza pela crepitacdo no tecido

subcutaneo, muscular e em 6rgdos parenquimatosos (VASCONCELOS, 1987).

2.2 EMBALAGEM EM ATMOSFERA MODIFICADA

Tecnologias que lidam com a extensédo, seguranca, e tempo de vida comercial
de alimentos altamente pereciveis e com alto teor protéico como o pescado, carnes
vermelhas e produtos de aves, sdo de enorme significancia econdmica por
possibilitarem transportes a longas distancias mais econdmicos, reducédo de perdas
em funcdo da deterioragcdo e conveniéncia para a industria e consumidor
(GENIGEORGIS, 1985).

A cada dia surgem novas tecnologias que permitem um aumento no prazo de
vida comercial dos produtos e incremento nas suas caracteristicas sensoriais, de
modo a torna-los mais atrativos e de facil acesso ao consumidor, especialmente no
que tange a manutencdo do seu estado de frescor (HINTLIAN e HOTCHKISS,
1986), em detrimento da demanda de consumo de alimentos enlatados e
congelados (FARBER, 1991). Atendendo a esta demanda, tem-se investido em
estudos de embalagens em atmosfera modificada (EAM).

Os métodos de conservacdo sob atmosfera modificada consistem nas
diferentes maneiras pelas quais o diéxido de carbono é utilizado como conservante

de alimentos. De um modo geral, a EAM é um processo hipobarico que consiste em
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alterar a atmosfera da camara ou da embalagem, preenchendo-a com diferentes

misturas de gas carbdnico (CO.) nitrogénio (N2 ) e oxigénio (O2) (JAY, 2004).

2.2.1 Breve histoérico

O CO, é conhecido desde a antiguidade. Em 1877 Pasteur e Jouber
observaram que Bacillus anthracis poderia ser inibido por CO, (VALLEY, 1928), e
cinco anos mais tarde Kolbe! (1882, apud JAY,2004) publicou o primeiro artigo sobre
o efeito do CO, na preservagdo da carne bovina, mostrando que grandes
quantidades de CO, aumentam a vida de prateleira de carnes por quatro a cinco
semanas. Em 1889 foi reconhecida a atividade antibacteriana do CO,, e em 1910
estabeleceu-se a utilizacdo de embalagem em atmosfera modificada para conservar
diversos alimentos (JAY, 2004).

Nos anos 30 surgiram novos estudos sobre atmosfera modificada
impulsionados pela utilizagcdo do CO, na conservagao de carnes transportadas de
navio a partir da Australia e Nova Zelandia até a Inglaterra, como os realizados por
Killefer (1930), Coyne (1932) e Stansby e Griffiths (1935). Em 1938
aproximadamente 26% da carne de gado comercializada na Nova Zelandia e 60%
da carne comercializada na Australia eram transportadas por navios sob atmosferas
de CO, (SORHEIM e NISSEN, 2005). Esse aumento estava relacionado as, entédo
novas, tecnologias de embalagens, com desenvolvimento de polimeros e
equipamentos de termo-moldagem de empacotamento (WOLFE, 1980).

Nos anos 70, com o avanco de embalagens individuais para um publico cada
vez mais exigente, a tecnologia de embalagem em atmosfera modificada (EAM)
apresentou um grande impulso (WOLFE, 1980). Em 1974 foi introduzida a EAM no
comércio varejista de alimentos de origem animal na Franga (CHURCH, 1994).

Em 1980 Brown et al. revisaram o efeito da temperatura, solubilidade e
inibicdo de CO, e concluiram que, ao contrario do mecanismo sinérgico entre
temperatura e solubilidade, todas as evidéncias apontam que o aumento de

temperatura reduz a solubilidade e aumenta o crescimento microbiano.

1 KOLBE, H. Antiseptische eigenschaften der kohlensaure. Journal Fiir Praktische Chemie. V. 26, p. 249-255,
1882.



28

Desde a década de 80, 90, até os dias de hoje, muita producéo bibliografica
foi desenvolvida a respeito do tema embalagem sob atmosfera modificada. Revisdes
feitas por Wolfe (1980); Pedrosa-Menabrito e Regenstein (1988); Stammen et al.
(1990); Church e Parsons (1995); e Siversvik et al. (2002) documentaram a
habilidade da EAM de aumentar a duracdo do tempo de prateleira de varios
produtos pereciveis, como carne, aves e pescado.

A tecnologia de EAM é atualmente difundida em praticamente todos os paises
desenvolvidos, e cerca de 10% a 40% dos produtos de origem animal ja sao
comercializados sob EAM. A Noruega € o pais onde se verifica a maior proporcao de
alimentos comercializados sob EAM, com aproximadamente 60% do total do pais
(SORHEIM e NISSEN,2005).

2.2.2 Gases utilizados

O método de embalagem em atmosfera modificada consiste em substituir a
atmosfera que rodeia o produto por um gas ou mistura de gases, especialmente
desenvolvidos para cada tipo de alimento.

De acordo com Genigeorgis (1985) existem basicamente trés categorias de
atmosfera modificada usadas na preservacdo de alimentos: a modificacdo da
atmosfera através da técnica de embalagem, como a embalagem a vacuo; a
reducdo da pressdo atmosférica dentro do container para que se possa alcancar
uma condicdo de estocagem hipobdérica; e a modificacdo da atmosfera através do
enriguecimento da embalagem ou container pela adicdo de uma variedade de gases
ou mistura desses. Nestas sdo utilizados diversos tipos de gases, cujos mais
frequentes sdo o didxido de carbono (COy), o nitrogénio (N2) e o oxigénio (Oy).

O di6xido de carbono exerce um forte efeito inibidor sobre o crescimento
bacteriano, sendo particularmente efetivo contra as bactérias aerébias Gram
negativas da decomposicao, tais como Pseudomonas e Shewanella, que provocam
alteragcOes de cor e odor em carnes, aves e pescados (CHURCH, 1994). Estudos
comprovam que mesmo quando utilizado em baixas concentragbes (20%) o CO,
produz efeitos eficientes na preservacdo do pescado (BROWN et al.,, 1980). Parry

(1993) afirma que as concentracfes de CO, acima de 5% inibem o crescimento da
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maior parte das bactérias causadoras de deterioracdo, especialmente as psicrofilas,
gue crescem em grande parte de alimentos refrigerados.

Em peixes, o estudo de misturas gasosas mais convenientes para a
conservacao e otimizagdo do armazenamento ainda ndo esté totalmente definido,
assim como as modificacdes na caracterizagcdo sensorial e nos parametros fisico-
quimicos de varias espécies quando embaladas em atmosfera modificada,
entretanto a mais promissora parece ser a atmosfera enriquecida com altas
concentracoes de CO..

Stammen et al. (1990) afirmam ainda que elevadas concentracdes de didxido
de carbono em embalagem em atmosfera modificada tém demonstrado boa inibicao
da microbiota normal de decomposi¢cédo do pescado, duplicando ou triplicando o seu
prazo de vida comercial.

Entretanto o CO; néo retarda o crescimento de todos os microrganismos, e
seu efeito inibidor aumenta com a diminuicdo da temperatura, em decorréncia do
aumento da sua solubilidade (STAMMEN et al., 1990; PARRY, 1993; SIVERSTIVIK
et al., 2002).

O nitrogénio € um gas insipido, incolor, inodoro e insolivel em gordura e
agua, sendo utilizado, principalmente, para substituir o oxigénio, retardando a
oxidacdo e prevenindo o aparecimento do ranco. Indiretamente também pode
influenciar na preservacdo de produtos pereciveis, por dificultar o desenvolvimento
dos microrganismos aerobios responsaveis pela decomposicdo. Também é usado
para manter a integridade da embalagem comercial, evitando o colapso ocasionado
pela diferenca de pressao pela retirada do ar, em alimentos que consomem CO,
(CHURCH, 1994).

O oxigénio € o responsavel pela coloracdo vermelha-brilhante da carne
fresca, por se ligar a hemoglobina formando o complexo oximioglobina, sendo
utilizado em embalagens com o intuito de melhorar a aparéncia dos produtos
carneos (PHILLIPS, 1996). Sua auséncia gera uma coloragdo amarronzada, em
decorréncia da formacdo do pigmento metamioglobina. No entanto, a presenca do
O, em grandes proporcdes induz ao aparecimento do ranco, devendo ser evitado,
principalmente em peixes gordos, por favorecer o processo de rancificagdo oxidativa
(STAMMEN et al., 1990), gerando sabor e odor desagradaveis, levando a uma

reducao no prazo de vida comercial desses produtos.
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A eficiéncia do CO, na conservacao do pescado foi constatado por Killefer
(1930) que observou um aumento de 2 a 3 vezes na vida util do pescado fresco.
Resultado semelhante ao encontrado por Ozogul et al. (2004) ao estudarem o efeito
da embalagem em atmosfera modificada (EAM) nas alteragBes quimicas, sensoriais
e microbiologicas de sardinhas (Sardina pilchardus) mantidas sob refrigeracéo, e
determinaram que a EAM aumentou o prazo de vida comercial de trés dias quando
estocadas em ar atmosférico, para 12 dias quando estocadas em EAM.

Ordofiez et al. (2000) estudaram as mudancas microbiolégicas e fisico-
quimicas de files de merluza (Merluccius merluccious) estocadas em atmosferas
enriquecidas com didxido de carbono, concluindo que a atmosfera de 40% de CO, e
60% de ar € a recomendada para a embalagem de merluza sobre refrigeracéo, o
que pode resultar em um aumento na vida comercial de até trés vezes, tanto sob o
ponto de vista microbioldgico, quanto sensorial.

Avaliando amostras de carne de ra, Conte-Junior et al. (2003) concluiram que
0 uso de atmosfera modificada contendo 80% de CO; na preservagéo de carne de ra
aumentou de forma satisfatéria a vida atil do produto. Corroborando com o referido
autor, Lopes et al. (2004), utilizando amostras de sardinhas (Sardinella brasiliensis),
concluiu que, do ponto de vista microbioldgico, as embalagens enriquecidas com
CO, demonstraram os melhores resultados. Atentou também para os resultados das
bases volateis totais que, se consideradas em conjunto com a inibicdo microbiana,
foram decisivos para definir o prazo de vida util do produto.

Poli et al. (2006) ao estudarem as alteracfes sensoriais, fisicas, quimicas e
microbiolégicas em Robalo (Dicentrarchus labrax) embalado em atmosfera
modificada e em ar, encontraram altos indicios de desenvolvimento bacteriano nos
primeiros dias de estocagem em aerobiose, alcancando valores acima de Log 6
UFC/g no 5° dia de estocagem em ar e no 8° em EAM.

Soccol et al. (2005) compararam o efeito da embalagem em atmosfera
modificada e a vacuo na conservacao filés de tilapia (Oreochromis niloticus), e
concluiram que as atmosferas enriquecidas com CO, demonstraram melhor
desempenho.

Muitos autores estudaram o comportamento de microrganismos heterotroficos
aerdbios mesofilos em pescado, como Reddy et al. (1994) e Reddy et al. (1995), ao
estudarem filés de tilapia (Oreochromis nilGtica), Lopez-Galvez et al. (1995),

trabalhando com filés de Atum (Thunnus alalunga), e Sivertsvik et al. (2003)
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estudando filés de salmao (Salmo salar), e todos observaram um aumento de vida
util destes produtos quando submetidos a acdo do CO, em variadas concentracoes.

A utilizacdo do CO; na conservacédo de alimentos € comprovadamente eficaz,
no entanto estudos demonstram que altas concentracdes de CO, dissolvidos na fase
agquosa do musculo de pescado embalado em atmosfera modificada, promovem uma
acidificacao tecidual, e consequiente diminuicdo na capacidade de retencdo de agua
das proteinas musculares, ocasionando um aumento nas perdas por gotejamento
(HUSS, 1995; PASTORIZA, et al., 1998). Conforme comprovado por Albanese et al.
(2005) que ao estudarem as alteragBes quimicas e microbiolégicas apresentadas por
Sépias (Sepia officinalis) em EAM verificaram o aparecimento do “drip” a partir do 5°
dia de estocagem, contabilizando uma perda final de 2,5% do peso total do pescado.
Ja Church (1994) evidenciou uma reducdo na qualidade da textura do musculo do
pescado armazenado em altas concentracfes de CO..

Apesar dessas implicagbes, a aplicacdo da tecnologia de atmosfera
modificada vem crescendo a cada ano. Em 1994 cerca de 95% de toda a massa
fresca e 10% dos frutos do mar vendidos no Reino Unido era embalada em
atmosfera modificada (CHURCH, 1994), e em 2005 60% dos alimentos
comercializados na Noruega estavam sob EAM (SORHEIM e NISSEN,2005).

2.2.3 Caracteristicas do material de envase

O sucesso da utilizacdo da EAM esta intimamente relacionado a qualidade
dos materiais utilizados no envase do produto. Estes tém como finalidade manter a
atmosfera interna isolada do ambiente externo, e devem possuir caracteristicas
especificas como: resisténcia a abrasao, ruptura e perfuragédo; espessura adequada
a fim de evitar microporos; e transparéncia, permitindo sempre a visualizacdo do
produto.

Os polimeros mais utilizados em EAM sdo o polietileno, a poliamida, o
polipropileno, o poliestireno, o cloreto de polivinil (PVC), o cloreto de polivinileno, o
poliéster, o etilvinilalcool, e as combina¢des entre estes, com o intuito de melhorar a
eficiéncia do filme (STAMMEN, 1990). No presente estudo foi utilizado um filme de

polietileno BBL4, multicamadas e de baixa permeabilidade, da empresa “Cryovac”.



3 MATERIAL E METODOS

A seguir serdo descritos 0os materiais permanentes e de consumo, e 0S
métodos de analise bacterioldgica, fisico-quimica, sensorial e histologica utilizados
para a realizacédo deste experimento.

3.1 MATERIAL PERMANENTE

Para o preparo das amostras foram utilizadas facas higienizadas para
segmentacéao; balanca de precisdo da marca Marte, modelo AM550 Automarte para
pesagem; seladora a vacuo da marca TECMAQ, modelo AP 450 utilizada para a
embalagem e termo-soldagem; e geladeira Eletrolux, modelo Doublé D440 para
estocagem.

Para as andlises bacteriologicas foram utilizados: bico de Bunsen; balanca de
precisdo da marca Marte, modelo AM550 Automarte; aparelho Stomacher 80
laboratory blender marca Seward; estufa marca Fanem LTDA; pipetador automatico;
pin¢a; e contador de colbnias LEICA Quebec Darkfield Colony Counter (Figura 9).

Nas andlises fisico-quimicas foram utilizados: aparelho pHmeter para
mensuracdo do pH; e para determinacdo das bases volateis totais (BVT) foram
utilizados balanca de precisdo da marca Marte, modelo AM550 Automarte para
pesagem das amostras; beckers, frasco de Kitassato, funil de Blchner, e
liquidificador para obtencdo do extrato; estufa retilinea marca Fanem, pipetas
graduadas de 1, 2, 5 e 10mL, e placas de microdifusdo de Conway com tampa para
difusdo das bases volateis; e microbureta de 2 mL para titulacéo.

Para a realizacdo do estudo histolégico foram utilizados: micrétomo American
Optical Rotary 820 para a realizagéo dos cortes de blocos de parafina; estufa para a
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secagem das laminas e conservacdo da parafina no estado liquido; e microscopio

optico Olympus RX 41 para observacao das laminas.

3.2 MATERIAL DE CONSUMO

Para o preparo das amostras foram utilizadas embalagens plasticas de
polietileno com baixa permeabilidade a gases. Para as analises bacteriolégicas
foram utilizados: bisturi, sacos de “Stomacher”, ponteiras descartaveis, “Eppendorfs”,
placas de Petri descartaveis, meio de cultura Agar Padrdo para Contagem
(Brittania), meio de cultura VRBG (Oxoid), e solucao salina peptonada a 0,1%.

Na analise fisico-quimica de BVT foram utilizados: acido tricloroacético P.A.
Merck, e papel filtro Whatman n°5 sem cinzas para obtencéo do extrato; &cido borico
P.A. Vetec, e carbonato de potassio P.A. Merck, para difusdo das bases volateis; e
solucéo de acido cloridrico 0,1mol/L Merck para titulacéo.

Para andlise histologica foram utilizados os seguintes materiais: formol salino
10%, alcool 70% até absoluto, xilol, parafina, corante hematoxilina-eosina, laminas e
laminulas.

Foram empregados ainda materiais rotineiramente utilizados para a

realizacdo das analises, comumente encontrados nos laboratorios.

3.3 METODOS

Os métodos serdo abordados em sua sequéncia de execucdao, iniciando pela
aquisicao, transporte e colheita de amostras, e posterior analises bacterioldgica,

histoldgica, fisico-quimica, sensorial e estatistica.

3.3.1 Aquisicao, transporte e colheita de amostras

O pescado da espécie Pagrus pagrus foi obtido no Entreposto de pesca —
Mercado de Peixe, localizado em Niteréi (RJ), onde foi possivel obter espécimes
com alto grau de frescor e com caracteristicas semelhantes & do pescado destinado
ao consumo.

Os peixes foram acondicionados em caixas de isopor com gelo, e

transportados até o Laboratorio de Microbiologia de Alimentos, da Faculdade de
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Veterinaria, da Universidade Federal Fluminense, onde as amostras foram colhidas
e processadas.

Uma vez no laboratorio os peixes foram lavados com agua destilada
esterilizada com o objetivo de homogeneizar a possivel contaminagdo inicial, e
tiveram os seus lombos seccionados em 82 fragmentos de 50 gramas cada, onde 25
gramas foram destinados a realizacdo das analises bacterioldgicas, analise de pH e
sensorial, e 25 gramas para a realizacdo da analise de BVT. Os fragmentos foram
acondicionados em embalagens plasticas “Cryovac BBL4” com estrutura
multicamadas de baixa permeabilidade a gases (Figura 7), contendo um litro de gas
ou mistura de gases pré-determinada de: 100% ar atmosférico; vacuo; 40/60%
CO3/N2; 80/20% CO4/N, ; e 100% CO,. As embalagens foram termo-seladas (Figura
8) e acondicionadas a temperatura de refrigeracéo (2,0 £ 2,0 °C).

Figura 7 - Embalagem plastica de polietileno com
baixa permeabilidade a gases, contendo
fragmento de 50 gramas de pargo.
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Figura 8 - Termoseladora a vacuo (TECMAQ, modelo AP 450).

3.3.2 Analises bacterioldgicas

As analises bacteriologicas foram realizadas a partir de 25 gramas das
amostras embaladas e estocadas sob refrigeracdo. A tomada de amostras para
microbiologia foi realizada diariamente, ou em dias alternados, de acordo com o0s
resultados obtidos em dias anteriores, de modo que, ao término das analises, foi
possivel estabelecer uma curva de crescimento bacteriano para cada atmosfera.
Foram feitas diluicbes consecutivas com solucdo salina peptonada 0,1% estéril que
serviram tanto para as andlises bacteriolégicas quanto para afericdo do pH.

Para contagem de bactérias heterotroficas aerdbias e mesdfilas e contagem
de bactérias da familia Enterobacteriaceae, foi empregada metodologia descrita pelo
LANARA (BRASIL, 1981a), utilizando-se os meios de cultura Agar Padrdo para
Contagem (APC) marca Oxoid, e “violet red bile glucose” (VRBG), respectivamente,
na forma de Pour-Plate, com incubac¢éo a 35°C por 24/48hs.

O meio APC é um meio ndo seletivo que contém: peptona de caseina,
responsavel por fornecer aminoacidos e minerais necessarios ao crescimento
bacteriano; extrato de levedura, que funciona como fonte de vitaminas do complexo
B; e dextrose, uma fonte de energia. Apds a incubacéo foi verificado o surgimento de
unidades formadoras de col6nia de coloracdo branco amareladas, em um meio de
fundo transparente (PLATE COUNT AGAR, 2006). O meio VRBG contem cristais
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violeta e sais biliares que atuam como inibidores da microbiota Gram positiva. Com a
degradacdo da glicose pelas enterobactérias ocorre a producéo de &cidos, indicada
pela coloragéo avermelhada e por zonas de preciptacao de sais biliares ao redor das
colénias (VIOLET RED BILE GLUCOSE, 2006). Tais caracteristicas podem ser

observadas na Figura 10.

Figura 10 — UFC (setas) em meio Agar Padrao para Contagem e VRBG

3.3.3 Analise Histolégica

Para analise histologica foram utilizadas 21 amostras, de 20 gramas cada,
previamente embaladas nas diferentes atmosferas, sendo quatro para cada
atmosfera, e mantidas sob refrigeracdo. As embalagens foram abertas em intervalos
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de cinco dias, até a completa deterioragdo da amostra. Os fragmentos foram
acondicionados, individualizados e identificados, em frascos contendo solucédo salina
de formol 10% para fixagéo, onde permaneceram até o término das demais analises
(Figura 11).

Figura 11 — Esquema de acondicionamento de amostras em gaze para
posterior imersdo em formoldeido.

Posteriormente estes foram clivados e processados segundo as técnicas
histolégicas usuais, que consistem nas etapas de clivagem, desidratacéo,
diafanizagdo, impregnacgdo pela parafina, inclusdo, microtomia, desparafinizacéo,

hidratac&o, coloracdo e montagem das laminas de microscopia.

3.3.4 Analises fisico-quimicas

As andlises fisico-quimicas foram realizadas a partir das amostras embaladas
e estocadas sob refrigeracdo, seguindo o mesmo padrdo de dias das analises

microbioldgicas.
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A afericdo do pH foi realizada a partir da diluicho da amostra em solucéo
salina peptonada 0,1%, utilizando o método potenciométrico, que se baseia na
determinacao instrumental do pH (Figura 12) (BRASIL, 1981Db).

Figura 12 — pHmeter utilizado para afericdo do pH

Para quantificacdo de bases volateis totais foi utilizado o método de
microdifusdo de Conway, segundo metodologia descrita no manual do LANARA
(BRASIL, 1981b), na forma de duplicata. Este método baseia-se na extracdo das
bases volateis através da homogeneizacado de 50 gramas de amostra em 50mL de
acido tricloroacético a 10% por um minuto, em um homogeneizador “Warning
Blender”. Seguida da obtencdo do extrato a partir da filtracdo a vacuo do
homogeneizado e seu posterior acondicionamento no compartimento externo da
placa de microdifuséo. A liberacdo do nitrogénio voléatil presente na amostra foi feita
através da adicdo de uma solucédo de carbonato de potassio. O nitrogénio liberado
se difundiu em uma solucédo de 2 mL de acido bodrico, presente no compartimento
central da placa, para posteriormente ser titulado com &cido cloridrico 0,1N,
passando de uma coloracdo esverdeada para uma coloragdo azulada apds a
titulagéo (Figura 13).
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Figura 13 — Esquema de quantificacdo de
BVT através do método de
Microdifusdo de Conway, com énfase
na viragem do indicador apés a
titulacao (seta).

3.3.5 Andlise sensorial

A analise sensorial consistiu na avaliacdo da cor, odor e aspecto, nos
diversos dias de estocagem. Esta foi realizada no momento da abertura da
embalagem onde os parametros foram avaliados a partir de uma andlise descritiva

simples.

3.3.6 Andlise estatistica

Os resultados foram tratados estatisticamente através de uma analise
descritiva simples, onde foi realizado um estudo comparativo com utilizacdo de

tabelas e figuras.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A seguir serdo descritos e discutidos os resultados obtidos nas analises
bacterioldgicas, fisico-quimicas, sensorial e histolégica, que podem ser visualizados
nas Tabelas 1, 2, 3, 4,5 e 6.

4.1 ANALISES BACTERIOLOGICAS

Os resultados da contagem total de bactérias heterotréficas aerdbias
mesodfilas e contagem de bactérias da familia Enterobacteriaceae serdo descritos e
discutidos a seguir, e podem ser visualizados nas Tabelas 1 e 2 e estdo

graficamente representados nas Figuras 14 e 15.

4.1.1 Contagem total de bactérias heterotroficas aer6bias mesofilas

Na representacao grafica da curva de crescimento bacteriano (Figura 14),
nota-se com clareza um acelerado e intenso crescimento microbiano nas amostras
embaladas em aerobiose, onde estas apresentaram valores acima de Log 6
unidades formadoras de colénias (UFC)/g ainda no 1° dia de estocagem, e acima de
Log 7 UFC/g no 7° dia de estocagem. Tal crescimento é reflexo da inadequacao do
ar como forma de preservacdo de alimentos, conforme constatado por Poli et al.
(2006) que, ao estudarem as alteracdes sensoriais, fisicas, quimicas e
microbiolégicas em Robalo (Dicentrarchus labrax) embalado em atmosfera
modificada e em ar, encontraram altos indicios de desenvolvimento bacteriano nos
primeiros dias de estocagem em aerobiose, alcancando valores acima de Log 6

UFC/g no 5° dia de estocagem em ar e no 8° em embalagem em atmosfera
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modificada (EAM). No entanto discordam dos resultados obtidos por Taliadourou et
al. (2003) que, em sua pesquisa com robalo mediterraneo (Ducentrarchus lubrax)
inteiro e armazenado em gelo, obtiveram contagens de bactérias heterotroficas
aerbdbias mesdfilas acima do limite maximo de aceitabilidade (Log 7 UFC/g) somente
no 15° dia de estocagem. Esta discordancia tem sua provavel causa nos diferentes
locais de captura, onde a microbiota do pescado que habita o mar Mediterrdneo é
composta, em qualidade e quantidade, por microrganismos distintos dos que
habitam o oceano Atlantico.

Assim como no ar, as amostras embaladas a vacuo também demonstraram
altos indices de crescimento bacteriano, obtendo resultados superiores ao das
embaladas em atmosfera modificada ainda no primeiro dia de estocagem. No
entanto, somente ultrapassaram o limite de Log 6 UFC/g no 9° dia. Esse resultado
comprova a capacidade do vacuo em retardar o desenvolvimento bacteriano.
Contudo esta forma de preservacdo ndo foi considerada a mais eficiente, pois as
amostras apresentaram altos indices de contagem bacteriana ao final de 23 dias,
alcancando um total de Log 7,59 UFC/g. Tais resultados foram similares aos obtidos
por Soccol et al. (2005) que compararam o efeito da embalagem em atmosfera
modificada e a vacuo na conservacao de filés de tilapia (Oreochromis niloticus), e
concluiram que o vacuo obteve melhor desempenho em relacdo ao ar, no entanto foi
inferior, se comparado as atmosferas enriquecidas com diéxido de carbono (CO5).

As demais atmosferas obtiveram resultados semelhantes, oscilando pouco
entre elas. Entretanto a amostra embalada em 100% CO, s6 alcancou valores acima
de Log 5 UFC/g a partir do 5° dia de estocagem, enquanto as demais apresentaram
tais resultados ainda no 3° dia, o que demonstra uma maior eficiéncia desta
atmosfera em retardar o crescimento bacteriano. Porém, ao final, todas as amostras
obtiveram valores similares, com destaque para a embalada em 40/60% CO,/Na,
gue obteve valor abaixo de Log 7 UFC/g. Concordando com os resultados obtidos
por Ordofiez et al. (2000), que estudaram as mudancas microbiolégicas e fisico-
quimicas de files de merluza (Merluccius merluccious) estocados em atmosferas
enriguecidas com dioxido de carbono, e concluiram que a atmosfera de 40/60%
CO,/N, é recomendada para a embalagem de merluza sobre refrigeracdo, o que
pode resultar em um aumento na vida comercial de até 3 vezes, tanto sob o ponto

de vista microbioldgico, quanto sensorial. Concordando ainda com Parkin et al.
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(1981) que observaram o efeito inibidor do CO, através da contagem de
microrganismos heterotroficos aerdbios mesofilos em filés de pescado estocados em
EAM e aerobiose, e concluiram que os ultimos sofreram rapido processo de

deterioracdo se comparados aos mantidos sob 80% CO..
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Figura 14 — Representacdo grafica dos valores médios dos logaritimos das
contagens de bactérias heterotréficas aerdbias mesdfilas, em
amostras de Pargo (Pagrus pagrus), embaladas em aerobiose e em
diferentes atmosferas modificadas (vacuo, 40/60% CO,/N,, 80/20%
CO32/N2, e 100% CO,), e armazenadas sob refrigeracdo (2 £ 2°C)
durante 23 dias.

De maneira geral as amostras embaladas em atmosferas enriquecidas com
CO, demonstraram melhor desempenho por apresentarem valores de crescimento
bacteriano muito abaixo dos obtidos pelas amostras embaladas em aerobiose e a
vacuo, promovendo uma maior ampliacdo do prazo de vida comercial da espécie de
pescado estudada. Concordando com Lopes et al. (2004) e Ozogul et al. (2004) que
analisaram o efeito da embalagem em atmosfera modificada sobre a conservacéao de
sardinhas mantidas sob refrigeragdo, e concluiram que sob o ponto de vista
microbiolégico, as embalagens enriquecidas com CO, comprovam ser o melhor

método de conservacdo. Demonstrando assim, que a sardinha e o pargo
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apresentam comportamento semelhante quando embalados em atmosfera
modificada, isto em decorréncia da provavel semelhanca entre suas composicfes

biolégicas.

4.1.2 Contagem de Enterobacteriaceaes

Analisando a Figura 15 podemos observar que a contaminacao inicial das
amostras foi representativamente mais baixa que a obtida na contagem de bactérias
heterotréficas aerébias mesdfilas. Este fato pode ser explicado em virtude da
caracteristica das amostras, constituidas por peixes capturados em alto mar, onde a
presenca deste grupo bacteriano € altamente escassa (OGAWA e MAIA, 1999).

Verificamos ainda que as amostras embaladas em aerobiose destacaram-se
das demais, obtendo valores mais elevados (Log 5,06 UFC/g) a partir do 5° dia de
estocagem. Esses valores mantiveram-se elevados até o ultimo dia de analise,
culminando num indice maximo de Log 6,11 UFC/g no 14° dia.

As demais amostras apresentaram valores semelhantes até o 7° dia de
estocagem quando, assim como em aerobiose, o vacuo demonstrou resultados mais
elevados, no entanto, manteve-se abaixo dos valores obtidos pelas amostras em
aerobiose. Os fragmentos embalados em atmosferas enriquecidas com CO,
obtiveram valores finais similares, contudo, observamos que as amostras embaladas
em 80/20% CO-/N, apresentaram valores acima de Log 4 UFC/g somente a partir do
12° dia de estocagem, enquanto as demais amostras obtiveram valores semelhantes
ainda no 9° dia, seguindo assim até o final do experimento, onde obteve um valor de
Log 4,00 UFC/g e as demais de Log 4,06 UFC/g (40/60% CO2/N;) e Log 4,13 UFC/g
(100% CO,). Esses resultados concordam com os obtidos na andlise de pH e na
andlise de bases volateis totais (BVT), onde as amostra embaladas em atmosfera
com 80/20% CO,/N, apresentaram valores mais baixos de pH do que as demais
atmosferas enriquecidas com CO,, tanto no 9° dia quanto no 23° dia de estocagem
(6,0 e 5,98), assim como valores de BVT também inferiores as demais atmosferas

com CO, nao diferindo significativamente entre elas.
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Figura 15 — Representacdo grafica dos valores médios dos logaritimos das
contagens de bactérias da familia Enterobacteriaceae, em amostras
de Pargo (Pagrus pagrus), embaladas em aerobiose e em diferentes
atmosferas modificadas (vacuo, 40/60% CO2/N,, 80/20% CO,/N,, e
100% CO,), e armazenadas sob refrigeracdo (2 + 2°C) durante 23

dias.

A eficiéncia do CO; na inibicdo da contagem de enterobactérias foi observada
por Church (1994), o qual afirmou haver forte inibicdo de Enterobacteriaceaes
guando submetidas a acdo do CO,. Discordando dos resultados obtidos por Lopez-
Galvez et al. (1995) que verificaram grande desenvolvimento destes microrganismos
em carne de atum (Thunnus alalunga), chegando a Log 7 UFC/g logo no 9° dia de
estocagem. Este fato pode ser explicado pelo alto grau de manipulacdo desses
peixes durante a pesca, ou ainda ser decorrente da variacdo da microbiota em

funcao do local de captura.
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4.2 ANALISES FiSICO-QUIMICAS

A seguir serdo descritos e discutidos os resultados das analises de pH e
bases volateis totais (BVT), que estdo representados nas Tabelas 3 e 4, e estédo

graficamente representados nas Figura 16 e 17.

4.2.1 pH

Observando a Tabela 3 verificamos que o valor inicial do pH de 6,11 esta de
acordo com a faixa minima de pH “post mortem” de 5,4 a 7,2, citada por alguns
autores, e que pode variar de acordo com a espécie de pescado (GRIKORAKIS et
al., 2003). Corroborando com resultados obtidos por Lopez-Galvez et al. (1995) e
Souza (2004), que obtiveram valores de pH inicial de 5,8 e 5,6, respectivamente, ao
estudarem a conservacao de atuns (T. alalunga e T. albacares). Estes altos valores
iniciais de pH podem ser explicados em funcdo da baixa reserva de glicogénio
muscular do pescado, e conseqiiente pouca producdo post mortem de acido latico,
que desta maneira contribui para a manutencédo de um elevado pH final.

Analisando a Figura 16 observamos que todas as atmosferas obtiveram
valores semelhantes até o terceiro dia de estocagem onde, a partir de entdo, o ar
apresentou um rapido aumento atingindo um maximo de 6,89 no 14° dia de
estocagem, enquanto as amostras embaladas em atmosferas enriquecidas com CO,
oscilavam entre 6,0 (80/20% CO2/N;) e 6,03 (100% CO.,), distantes do limite de
aceitabilidade de 6,4 determinado pelo LANARA (BRASIL, 1981b).

Comportamento semelhante ao descrito por Lépez-Galvez et al. (1995) e
Pastoriza et al. (1998) que observaram um rapido incremento no pH de amostras de
pescado em aerobiose, decorrentes da degradacdo do pescado, onde a atividade
enzimatica e a acdo das bactérias modificam a concentracdo de ions de hidrogénio
livre através da decomposicdo de aminoacidos e da uréia (OGAWA e MAIA,1999;
LEITAO et al., 1984).

Os baixos valores apresentados pelas amostras em EAM estdo de acordo
com a proposicdo de que os microrganismos Gram-negativos, oxidase positivos, sdo
inibidos pelo CO,, diminuindo a producédo de BVT e consequentemente a elevagao

do pH, conforme observado por Dalgaard et al. (1993) que verificaram um maior
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incremento de pH nas amostras de estocadas em atmosfera com baixa
concentracdo de CO,. Dados similares aos obtidos por Ordénez et al. (2000) que
observaram um incremento de 0,7 unidades de pH para as amostras de merluza
(Merluccius merluccius) embaladas em atmosfera contendo 20% de CO, e 0,4 para
as que continham 40% de CO,. No entanto, discordam dos resultados obtidos por
Lalitha et al. (2005) que ao estudarem as alteracBes microbiologicas e bioquimicas
em cromida verde (Etroplus suratensis Bloch) embalados em EAM, determinaram
gue no houve variacdo de pH entre as amostras em EAM e em aerobiose.

A pouca oscilacéo e estabilizacdo do pH observadas por Lalitha et al. (2005)
pode ser explicada pela difusdo do CO, no tecido do pescado, gerando a formacao
de acido carbénico que, apesar da producdo de bases volateis, funciona como uma
barreira contra o aumento do pH (DEVEBERE e BOSKOU, 1996; LOPES et al.,
2004).

6 |\ X T x\x//*
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Figura 16 — Representacéo gréfica dos valores médios de pH em amostras de Pargo
(Pagrus pagrus), embaladas em aerobiose e em diferentes atmosferas
modificadas (vacuo, 40/60% CO,/N,, 80/20% CO,/N,, e 100% CO,), e
armazenadas sob refrigeracao (2 + 2°C) durante 23 dias.
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4.2.2 Bases volateis totais

Ao analisarmos a Tabela 4 verificamos que na carne de pescado embalada
em ar atmosférico os teores de BVT foram significativamente mais elevados do que
nas demais atmosferas, chegando a atingir um total de 102,01 mg N/100g no 14° dia
de estocagem, e atingindo o limite maximo permitido pelo LANARA (BRASIL, 1981b)
de 30 mg N/100g no 3° dia (34 mg N/100g). Este resultado reforca o obtido no pH,
onde a partir do 3° dia a amostra em ar atmosférico atingiu o limite maximo de
aceitabilidade. Entretanto, discorda dos resultados obtidos por Taliadourou et al.
(2003) que, ao analisarem os teores de bases volateis totais na musculatura do
robalo mediterrdneo (Ducentrarchus lubrax) inteiro armazenado em gelo, obtiveram
valores dentro do limite aceitavel pela legislacdo internacional de 30,0 mg N/100 g,
no 13° dia de estocagem. Assim como dos resultados do trabalho de Grikorakis et al.
(2003) que, estudando a preservacao da dourada em aerobiose, encontraram, apés
15 dias de estocagem em gelo, valores para BVT de 25 mg N/100 g. Provavelmente
decorrente da diferenca na microbiota e constituicdo bioldgica destas espécies de
peixes e o pargo.

A grande elevacdo dos valores de BVT observada na estocagem em
aerobiose pode ser explicada pela acdo bacteriana na conversdo do 6xido de
trimetilamina (OTMA), abundante em grande parte do pescado de origem marinha,
em trimetilamina (TMA), um dos principais substratos para a producdo de bases
volateis tendo, portanto, uma correlacéo direta com o valor do BVT.

A embalagem a vacuo apresentou valores de BVT um pouco mais elevados
que a embalagem enriquecida com CO; chegando a um limite superior a 30 mg
N/100g (47,08 mg N/100g) no 12° dia de estocagem. Este resultado é um reflexo do
aumento na degradacao protéica e consequente incremento na producao de bases
volateis, e também pode ser comprovado pela analise histologica, onde a
embalagem a vacuo apresentou um discreto inicio de degradacao e desestruturacao
miofibrilar no 15° dia de estocagem.

Observando a Figura 17 verificamos que as demais atmosferas nao diferiram
significativamente até o 19° dia, onde a atmosfera 40/60% CO,/N, alcancou o limite
estabelecido pela legislagdo, enquanto a atmosfera 100% CO, sO alcancou este
limite no 21° dia de estocagem e a atmosfera 80/20% CO,/N, ndo atingiu o limite

maximo de aceitabilidade até o final do experimento (23° dia de estocagem).
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Figura 17 — Representacdo grafica dos valores médios de bases volateis totais,
expressos em mg N/100gr, de amostras de Pargo (Pagrus pagrus),
embaladas em aerobiose e em diferentes atmosferas modificadas
(vacuo, 40/60% CO,/N,, 80/20% CO,/N;, e 100% COy), e
armazenadas sob refrigeracao (2 £ 2°C) durante 23 dias.

4.3 ANALISE SENSORIAL

A andlise sensorial baseou-se nos parametros cor, odor e aspecto, através de
uma analise descritiva para determinar a melhor atmosfera para embalagem de
peixes da espécie Pagrus pagrus.

Inicialmente a carne de pargo apresentava coloracdo branca, translicida,
com aspecto firme e elastico e odor caracteristico da espécie. Conforme observado
por Huss (1995) que descreveu a carne de pescado fresco como firme, elastica, de
coloragéo translacida, uniforme e brilhante, e odor caracteristico.

Apés cinco dias de estocagem, as carnes embaladas em aerobiose e vacuo
comegcam a apresentar moderados sinais de deterioracdo, como odor a ranco,
coloracdo amarelada e consisténcia ligeiramente flacida, enquanto as amostras
embaladas nas demais atmosferas apresentavam pouco ou nenhum sinal de
deterioracdo. Tais resultados concordam com os obtidos nas analises de BVT e pH
onde, no 5° dia de estocagem, em ambas as analises, foram ultrapassados 0s
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limites maximos de aceitabilidade pela legislacdo vigente, indicando os primeiros
sinais de deterioracao.

No 7° dia de estocagem as amostras em aerobiose ja apresentavam fortes
indicios de deterioragdo, culminando com um aroma sulfuroso e amoniacal,
coloracdo amarronzada e textura flacida e pegajosa. Resultado que discorda do
obtido por Borges (2005) que encontrou caracteristicas sensoriais aceitaveis até o
15° dia de estocagem de corvina (Micropogonias furnieri) eviscerada. Assim como
discordam dos obtidos por Lalitha et al. (2005) que verificaram sinais de degradacao
apenas no 15° dia de estocagem das amostras embaladas em aerobiose.
Provavelmente em fungdo da diferente constituicio bioldgica e microbiota destes
peixes em relagao ao pargo.

A atmosfera a vacuo sO apresentou tais sinais no 14° dia de estocagem.
Nesta mesma época as amostras embaladas em atmosfera enriquecidas com CO;
comecaram a apresentar os primeiros sinais de deterioracdo, como odores
estranhos e textura ligeiramente flacida.

Passados 19 dias de estocagem estas amostras comecaram a apresentar
fortes indicios de deterioracdo, como odor a ranco, coloracdo amarronzada e
aspecto flacido e pegajoso. Assim como na andlise sensorial, no 19° dia de
estocagem as amostras embaladas em 40/60% CO,/N, apresentaram indices de
BVT acima do limite estabelecido por lei, caracterizando um processo de
deterioracéao.

Lannelongue et al. (1982) observaram a formacédo de pigmentos esverdeados
em carne de pescado (Ziphias gladius) embalada em atmosfera contendo CO, apés
11 dias de estocagem. Tal esverdeamento ndo foi observado neste experimento,
contudo verificou-se uma clara alteracdo de tonalidade muscular, passando do
branco ao amarelo e posteriormente amarronzado.

Na Tabela 5 estdo descritos os graus de degradagdo muscular medidos
sensorialmente, em funcdo do tempo de estocagem e atmosfera utilizada.
Consideramos como “Caracteristico” os fragmentos que se mostraram firmes,
elasticos, de coloracdo translucida, uniforme e brilhante, e odor caracteristico;
“Discreto” os que apresentaram odores estranhos e textura ligeiramente flacida,
“Moderado” aqueles com odor a ranco, coloragcdo amarelada e consisténcia
ligeiramente flacida; e “Intenso” os que apresentaram aroma sulfuroso e amoniacal,

coloracdo amarronzada e textura flacida e pegajosa.
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Tabela 5 — Avaliacdo sensorial do estado de degradacdo de amostras de Pargo

(Pagrus pagrus) embaladas em aerobiose e em diferentes atmosferas
modificadas (vacuo, 40/60% CO,/N,, 80/20% CO,/N,, e 100% CO,),

armazenadas sob refrigeracao (2 + 2°C) durante 22 dias.

DIA ATMOSFERA
AR (100%) VACUO 40/60% CO,/N, | 80/20% CO,/N, 100% CO;,
Caracteristico | Caracteristico | Caracteristico | Caracteristico | Caracteristico
Moderado Moderado | Caracteristico | Caracteristico | Caracteristico
Intenso Moderado | Caracteristico | Caracteristico | Caracteristico
14 Intenso Intenso Discreto Discreto Discreto
19 Intenso Intenso Intenso Intenso Intenso

Obs.: Caracteristico — firmes, elasticos, de coloragao translicida, uniforme e brilhante, e odor caracteristico.
Discreto - odores estranhos e textura ligeiramente flacida.
Moderado - odor a ranco, coloragdo amarelada e consisténcia ligeiramente flacida.
Intenso - aroma sulfuroso e amoniacal, coloracdo amarronzada e textura flacida e pegajosa.

As atmosferas enriquecidas com CO, proporcionaram melhores resultados,
posto que, apos 12 dias de armazenagem, as amostras apresentaram um estado
aceitavel para o consumo. O efeito das trés atmosferas enriquecidas em CO, nas
caracteristicas sensoriais foi semelhante, exceto no parametro textura, pois 0s
fragmentos armazenados em 80/20% CO,/N, e 100% CO, apresentaram aparente
flacidez, ap6s 12 dias, e nas amostras mantidas em 40/60% CO,/N, tal fato so foi
observado apds 14 dias de estocagem. Essa flacidez pode ser explicada pela alta
concentracdo de CO, nas primeiras atmosferas, o que pode provocar uma
diminuicAo da capacidade de retencdo de agua das proteinas miofibrilares,
ocasionando um gotejamento (“drip”) intenso e uma perda de turgidez das fibras.
Este desprendimento de liquido extracelular também foi observado nos cortes
histolégicos. Formacédo de odor acido, alteracédo de textura e perda de liquido “drip”,
também foram observados por Stammen et al. (1990). Concordando com o0s
resultados obtidos por Albanese et al. (2005) que estudaram as alteracdes quimicas
e microbiologicas apresentadas por Sepia officinalis em EAM e verificaram o
aparecimento do “drip” a partir do 5° dia de estocagem, contabilizando uma perda

final de 2,5% do peso total do pescado.
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4.4 ANALISE HISTOLOGICA

Os resultados da analise histoldgica serdo apresentados de forma descritiva,
e para melhor entendimento far-se-a uso de tabela e figuras.

Na Tabela 6 estdo descritos os graus de intensidade de degradacdo muscular
em funcdo do tempo de estocagem e atmosfera utilizada. Consideramos como
“Bom” 0s casos que apresentaram preservacdo da morfologia celular e auséncia
bacteriana; “Discreto” os que apresentaram poucos focos de colbnia bacteriana, com
pouca ou nenhuma dissolucdo de segmentos miofibrilares, e pouca ou nenhuma
opacidade de gorduras; “Moderado” os casos que apresentaram moderada atividade
bacteriana, dissolucdo protéica e opacidade de adipécitos; e “Intenso” as laminas
que apresentaram intensa atividade bacteriana, intensa dissolucdo protéica das

fibras e opacidade de adipdcitos.

Tabela 6 — Avaliacédo histologica do estado de degradacdo de amostras de Pargo
(Pagrus pagrus) embaladas em aerobiose e em diferentes atmosferas
modificadas (vacuo, 40/60% CO,/N,, 80/20% CO,/N,, e 100% CO,), e
armazenadas sob refrigeracao (2 + 2°C) durante 22 dias.

DIA ATMOSFERA
AR (100%) VACUO 40/60% CO,/N, | 80/20% CO,/N, 100% CO;,
Bom Bom Bom Bom Bom
Moderado Discreto Discreto Discreto Bom
Intenso Discreto Discreto Discreto Discreto
15 Intenso Intenso Discreto Discreto Bom
22 Intenso Intenso Moderado Discreto Moderado

Obs.: Bom - preservagdo da morfologia celular e auséncia de bactérias.
Discreto - poucos focos de coldnia bacteriana, com pouca ou nenhuma dissolug&o de miofibrilas.
Moderado - moderada atividade bacteriana, dissolugdo protéica e opacidade de adipdcitos.
Intenso - intensa atividade bacteriana, intensa dissolucéo protéica das fibras e opacidade de adipdcitos.

Analisando a Tabela 6 observamos que no 5° dia de estocagem a amostra
embalada em ar ja apresentava sinais de degradacdo, sendo classificada como
“Moderado”, enquanto as amostras embaladas nas demais atmosferas apenas
apresentaram sinais discretos de degradacéo e a amostra embalada em 100% CO,
ainda demonstrava um bom estado de conservacdo. As amostras em aerobiose

seguiram obtendo o pior desempenho, apresentando sinais intensos de degradacéo
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ainda no 9° dia de estocagem, enquanto que os fragmentos embalados a vacuo s6
demonstraram tais sinais no 15° dia, e os sob EAM sequer alcancaram tal grau de
degradacgdo, atingindo um maximo de degradacdo moderada (40/60% CO,/N, e
100% CO,). Resultados semelhantes aos obtidos com a analise bacteriolégica, que
também comprovam a eficiéncia do CO, na conservacao desta espécie de pescado,
e a inadequacdo do ar como meio de preservacao de alimentos. Estas observacées
podem ser facilmente comprovadas ao analisarmos as Figuras 18, 19 e 20, onde a
Figura 18 representa um quadro de bom estado de conservagao do tecido muscular,
onde se observa morfologia celular preservada e auséncia de coldnias bacterianas.
Na Figura 19 observamos o inicio da fragmentacdo miofibrilar e a presenca de
células bacterianas, caracterizando um quadro de discreta degradacdo. Na Figura 20
podemos verificar um acentuado quadro de proliferacdo bacteriana e intensa
fragmentacao miofibrilar, culminando com a perda da morfologia da fibra. Tal
destruicdo tecidual € causada por enzimas proteoliticas, decorrentes da proliferacao
bacteriana nos tecidos, ocasionando perda de detalhes celulares e tinturiais,
tornando o citoplasma granuloso e hialino, e ocorrendo perda dos limites celulares e
afinidade pelos corantes, conforme descrito por Vasconcelos (1987).

Estes dados reforcam a tendéncia de eleger a atmosfera 80/20% CO,/N;
como a ideal para esta espécie de pescado, tendo em vista que concordam com 0s
resultados das demais andlises, onde os menores valores de BVT e pH, e os
menores indices de contagem de enterobactérias foram obtidos por amostras desta
atmosfera.

Outro aspecto relevante observado foi a presenca de um material protéico
acelular e granular, de aspecto aciddéfilo e eosindfilo, presente nos ultimos dias de
estocagem das fracbes musculares embaladas em altas concentracbes de CO,
(80/20% CO,/N, e 100%CO,). Esse material pode estar relacionado a presenca de
“drip”, observado durante a analise sensorial, sendo uma representacao histolégica
deste (Figura 21). Tal substancia é originaria da diminuicdo da capacidade de
retencdo de agua das proteinas musculares por alcalinizacdo do meio, originaria do
crescimento bacteriano, levando o pH préximo ao ponto isoelétrico das proteinas.
Além disso, em algumas laminas, pode ser notada uma opacidade de adipdcitos,
caracterizando um possivel processo de alteracéo gordurosa.



Figura 18 — Corte histologico de tecido Figura 19 — Corte histolégico de tecido

muscular integro de Pargo
(Pagrus pagrus). Observa-se
morfologia celular preservada
e auséncia de colbnias
bacterianas. (10X) (H.E).

muscular moderadamente
degradado de Pargo
(Pagruspagrus). Observa-
se perda da morfologia
celular, com dissolugéo
protéica da fibra, e
presenca de
desenvolvimento bacteriano
(seta). (10X) (H.E)

Figura 20 — Corte histologico de tecido muscular de

Pargo (Pagrus pagrus) intensamente
degradado, apresentando focos de
colénias bacterianas (seta), que
ocasionam dissolucdo de segmentos
fibrilares, representada por perda da

atividade tinturial, apresentando
aspecto aciddfilo e granular(20X) (H.E).
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Figura 21 — Corte histologico de tecido muscular de
Pargo (Pagrus pagrus) apresentando
presenca de material protéico acelular e
granular, de aspecto acidéfilo e eosinofilico
(40X) (H.E)

Apesar da intensa busca na literatura por artigos que tratem da
caracterizacao histologica do pescado embalado em atmosfera modificada, nenhum
trabalho foi encontrado. Aparentemente, até o presente momento, ndo houve
estudo realizado nesta area.



5 CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos conclui-se que:

» As amostras de pargo (Pagrus pagrus) embaladas em atmosfera modificada
apresentaram maior prazo de vida comercial quando comparadas as em
anaerobiose, sendo eficazes na manutencdo dos parametros propostos pela
legislacao vigente.

» A embalagem a vacuo demonstrou bom desempenho em prolongar a vida Gtil do
pargo, embora inferior as de atmosferas enriquecidas com CO,, ndo sendo a
melhor indicagdo como método de conservacao deste tipo de pescado.

» Apesar de prolongarem o prazo de vida comercial do pargo, sensorialmente as
atmosferas enriquecidas com CO; induziram a uma significativa perda de
liguidos, acarretando uma grave alteragdo na textura.

» A analise histolégica se mostrou um excelente parametro de avaliacdo da vida
atil de produtos carneos embalados em atmosfera modificada.

» Dentre as diversas atmosferas, a 80/20% CO,/N, foi a que obteve melhor
desempenho na manutencéo dos parametros fisico-quimicos e microbiolégicos,
se destacando das demais, sendo esta a mais indicada na preservacdo de

pescado da espécie Pagrus pagrus.
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APENDICES



Tabela 1. Valores médios dos logaritimos das contagens de bactérias heterotréficas
aerdbias mesofilas, em amostras de Pargo (Pagrus pagrus), embaladas em
aerobiose e em diferentes atmosferas modificadas (vacuo, 40/60% CO,/Ny,
80/20% CO,/N2, e 100% CO,), e armazenadas sob refrigeracdo (2 + 2°C)
durante 23 dias.

0 4,63 4,63 4,63 4,63 4,63
1 6,27 - - - -

2 6,30 5,13 4,46 4,95 4,30
3 6,30 5,48 5,11 5,08 4,56
5 6,60 5,25 5,23 5,23 5,48
6 7,00 - - - -

7 7,23 5,84 5,60 5,90 5,78
9 7,34 6,48 5,84 6,11 6,08
12 7,48 6,95 6,00 6,23 6,30
14 7,40 7,49 6,30 6,40 6,58
16 - 7,97 6,36 6,63 6,84
19 - 8,00 6,80 7,06 7,13
21 - 7,69 6,85 7,00 7,11
23 - 7,59 6,84 7,04 7,00



Tabela 2 - Valores médios dos logaritimos das contagens de bactérias da familia

Enterobacteriaceae, em amostras de Pargo (Pagrus pagrus), embaladas
em aerobiose e em diferentes atmosferas modificadas (vacuo, 40/60%
CO2/N2, 80/20% CO2/N2, e 100% CO,), e armazenadas sob refrigeracao
(2 £ 2°C) durante 23 dias.

DIA ATMOSFERA
AR (100%) VACUO 40/60% CO2/N; | 80/20% CO,/N, 100% CO,

0 3,90 3,90 3,90 3,90 3,90

1 4,02 3,70 3,84 3,90 4,20

2 4,63 - - - -

3 5,18 4,00 3,90 4,00 4,00

5 5,36 3,48 3,48 3,00 3,70

6 5,60 - - - -

7 5,63 4,48 3,70 3,48 4,30

9 5,94 4,65 4,30 3,95 4,70
12 8,00 5,00 4,78 4,35 5,00
14 6,11 5,04 5,30 4,48 4,95
16 - 5,23 5,48 4,60 5,04
19 - 5,30 4,57 4,30 4,23
21 - 5,20 3,90 3,95 4,30
23 - 5,30 4,06 4,00 4,13




Tabela 3 - Valores médios de pH em amostras de Pargo (Pagrus pagrus),
embaladas em aerobiose e em diferentes atmosferas modificadas
(vacuo, 40/60% CO2/N,, 80/20% CO,/N,, e 100% CO,), e
armazenadas sob refrigeracao (2 + 2°C) durante 23 dias.

DIA ATMOSFERA
AR (100%) VACUO 40/60% CO,/N, | 80/20% CO,/N, | 100% CO,
0 6,11 6,11 6,11 6,11 6,11
1 6,26 6,20 6,01 6,07 5,99
2 6,38 - - - -
3 6,47 6,30 6,18 6,00 6,05
5 6,61 6,22 6,08 6,07 6,07
6 6,60 - - - .
7 6,59 6,18 6,06 6,05 6,04
9 6,73 6,36 6,01 6,00 6,03
12 6,78 6,32 6,15 6,05 6,06
14 6,89 6,26 6,10 6,03 6,01
16 - 6,21 6,09 6,11 6,09
19 - 6,24 6,07 6,02 6,00
21 - 6,33 6,04 6,03 6,13
23 - 6,36 6,12 5,98 6,18




Tabela 4 - Valores médios de bases volateis totais, expressos em mg N/100gr, de
amostras de Pargo (Pagrus pagrus) embaladas em aerobiose e em
diferentes atmosferas modificadas (vacuo, 40/60% CO2/N,, 80/20%
CO./N2, e 100% CO,), e armazenadas sob refrigeragéo (2 + 2°C) durante
23 dias.

1 14,39 14,39 14,39 15,69 13,08
2 18,31 - - - -

3 34,00 15,69 17,00 15,69 14,39
5 49,70 17,00 15,69 15,69 15,69
6 56,24 - - - -

7 62,78 18,31 15,69 17,00 17,00
9 98,09 18,31 15,69 14,39 17,00
12 98,09 47,08 14,30 14,30 18,31
14 102,01 49,70 15,69 18,31 17,00
16 - 37,93 15,69 18,31 19,61
19 - 43,16 30,08 14,30 17,00
21 - 49,70 22,34 14,30 34,00
23 - 54,93 27,46 19,61 37,92
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