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RESUMO

O trabalho objetivou avaliar o efeito da embalagem em atmosfera modificada
em atum (Thunnus albacares). As amostras foram submetidas a 5 tratamentos:
embaladas a vacuo e com aproximadamente 1,5 L de: ar (100%), CO, (100%), 40/60
e 80/20 COy/N,. Durante os 20 dias de armazenamento, tomaram-se amostras
determinando o pH, a produgédo de bases volateis totais (BVT), a concentracdo de
histamina e a contagem total de microrganismos heterotroficos aerébios mesdfilos.
Os resultados obtidos foram dispostos em tabelas e graficos para a realizagdo das
analises estatisticas descritivas. Os parametros de crescimento (fase de laténcia,
tempo de duplicagdo e contagem na fase estacionaria de crescimento) foram
determinados através da equagdo modificada de Baranyi. Observou-se que as
amostras mantidas em aerobiose apresentaram um rapido aumento dos valores de
BVT, com seu pico maximo no 20° dia de estocagem (27,5 mg BVT-N/100 g). A
producdo de BVT das outras atmosferas manteve-se, durante o decorrer do periodo
de estocagem, em torno de 11 mg de BVT-N/100 g. As amostras embaladas em
aerobiose apresentaram aumento de pH, a partir do 13° dia de armazenamento,
tendo seu valor maximo (6,43) no 15° dia. As outras atmosferas demonstraram
comportamento de pH semelhante, com valores proximos ao pH inicial da amostra.
Com a excegao das amostras mantidas em aerobiose, onde no 15° dia de
estocagem detectou-se aproximadamente 10 mg/100 g de histamina formada, todas
as outras nao demonstraram producao de histamina capaz de ser evidenciada pela
metodologia empregada, durante o periodo de estocagem. A contagem das
amostras embaladas em aerobiose, a partir do 7° dia se destacaram das demais,
esse maior crescimento foi mantido até o ultimo dia de estocagem, onde foram
encontrados valores superiores nas amostras mantidas em vacuo e 40/60 CO,/N,.
As atmosferas com 80/20 CO,/N2 e 100% CO, ndo alcangaram contagens tao altas
como as das outras trés atmosferas. A atmosfera com 100% de CO; sé ultrapassou
o limite proposto no ultimo dia de estocagem (7,4 Log de UFC/g). Foi observada
correlacao entre o aumento da fase de laténcia da curva de crescimento e aumento
da concentragdo de CO,. De acordo com os resultados obtidos, pode-se concluir
que a embalagem com 100% de CO,, se destacou das demais, apresentando um
bom desempenho na preservagao do lombo de atum, estendendo o prazo de vida
comercial, sendo eficaz para manutengao dos parametros fisico-quimicos dentro dos
limites de aceitabilidade propostos pela legislagédo vigente.

Palavras-chave: Atum; atmosfera modificada; vida comercial.



ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the effect of modified atmosphere
packing on tuna-fish (Thunnus albacares). The samples were submitted to 5
treatments: vacuum packed and with approximated 1,5 L of: air (100%), CO, (100%),
40/60 e 80/20 COy/N,. During the 20 days of storage, samples were collected to
determine the pH, total volatile bases (TVB), histamine concentration and total viable
count (TVC). The results obtained were arranged in tables and charts so as to make
the statistical analyses. The growth parameters (lag phase, doubling time and the
counting during the stationary phase) were determined by Baranyi modified equation.
It was observed that the samples kept in aerobiosis showed a quick increase in TVB
values, reaching their peak on the 20" day of storage (27.5 mg TVB-N/100 g). The
production of TVB in the other samples stayed, during storage period, around 11 mg
mg de TVB-N/100 g. The samples packed under aerobiosis showed an increase in
their pH as of the 13™ storage day, reaching a maximum of 6.43 on the 15 day. The
other atmospheres presented similar pH patterns, with little difference from the initial
sample. Except for the samples kept in aerobiosis, in which it was detected
approximately 10 mg/100g of histamine during storage. The TVC in samples packed
under aerobiosis, as of the 7" day stood out, this bigger growth was sustained until
the last day of storage, in which, higher TVC was found in vacuum packed samples
and 40/60 CO2/N,. The 80/20 CO,/N, and 100% CO, atmospheres did not reach as
high TVC results as the other 3 atmospheres. The 100% CO, atmosphere reached
the proposed limit just on the last day of storage (7.4 Log de UFC/g). This study
showed a strong correlation between an increase in the Lag phase and an increase
in CO2 concentration. According to the results obtained in this study, it can be
concluded that the 100% CO; packing, stood out in relation to the others, showing
good performance preserving tuna-fish loin, extending shelf-life, being effective in
keeping the quality parameters within the limits of acceptance proposed by the
present standards.

Key-words: Tuna-fish, modified atmosphere, shelf-life.



1 INTRODUCAO

A grande maioria da superficie do nosso planeta é coberta por agua e, essa
vasta area, representa um volume gigante em qual vivem e se multiplicam
aproximadamente 20.000 espécies, representando a pesca, uma grande fonte de
proteina de alto valor biolégico (SIKORSKI, 1990). Essas proteinas apresentam alto
valor nutricional, contendo um 6étimo balanceamento de aminoacidos essenciais,
sendo especialmente rico em lisina, aminoacido limitante em cereais como arroz,
milho e farinha de trigo (OGAWA, 1999).

A palavra atum, pela definicdo do dicionario Aurélio (FERREIRA, 1999) é
originaria do grego thynnos, do latim tunnes e do arabe. at-tlin. Tratando-se de um
peixe teledsteo perciforme, da familia dos tunideos (Thunnus thynnus), encontrado
no Atlantico, cujo comprimento chega a 2,40m, e cujo peso vai até 320kg. Esse
peixe conhecido desde a remota antiguidade, nada em cardumes, sendo sua pesca
de grande importancia econémica. O nome atum é empregado também para outras
espeécies do género.

A familia dos atuns é constituida por peixes de alto valor comercial, capturados
ao redor do mundo por uma grande variedade de métodos de pesca, sendo sua
carne apreciada praticamente em todo o planeta. Praticamente todo o atum
comercializado no Brasil e em outros paises encontra-se sob a forma de conservas
enlatadas, mas o interesse por filés frescos e congelados vem crescendo,
provavelmente pelo aumento do interesse por comida japonesa (LOPES-GALVES et
al., 1995). O atum ocupa uma posi¢cao privilegiada dentre os peixes quanto ao
rendimento de carcaga, pois possui uma massa muscular avantajada, e em
contrapartida, sua cavidade abdominal e visceras possuem pequenas dimensdes,

sendo, portanto, animais produtores natos de carne.
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A espécie de peixe usada no estudo foi o tunideo (Figura 1), popularmente
conhecido como albacora-de-laje, nome cientifico: Thunnus albacares
(BONNATERRE, 1788), classificado taxonomicamente da seguinte forma:

Filo: Chordata

Subfilo: Vertebrata
Classe: Actinopterygii
Ordem: Perciformes
Familia: Escombridae

Género: Thunnus

Espécie: albacares

”l'm ﬂwlaW}‘W ) md Hfu?'

| ‘ i‘y‘ Eﬂ'“]tt

w.,,.

Figura 1. Exemplar de Thunnus albacares.

A Albacora-de-laje (T. albacares) é um peixe de elevado valor comercial com
carne considerada de excelente palatabilidade. Sua ocorréncia é cosmopolita,
ocorrendo nos mares tropicais e subtropicais, no Brasil ocorre em toda a costa
(SZPILMAN, 2000). O T. albacares é a segunda espécie em termos de volume de
pesca e popularidade. Sua participagao no total de atum capturado em todo o mundo
é de cerca de 35%.

A importancia do T. albacares é tamanha que ja foi motivo de estampa de selos

postais de diversos paises, alguns exemplos estao na Figura 2.
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Figura 2. Selos das llhas Virgens e Bermudas tendo como tema o
Thunnus albacares.

A Figura 3 mostra a quantidade em toneladas de T. albacares exportada pelo

Brasil para os EUA de 2000 até a presente data.

3500
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= 1500
1000
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2000 2001 2002 2003 2004
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Figura 3. Quantidade, em Toneladas, de Thunnus albacares
exportada pelo Brasil para os EUA nos anos de 2000 a
2004 (dados adaptados pelo autor).

A preservagao da qualidade original dos produtos constitui uma das principais
preocupacdes da industria de alimentos (SIKORSKI, 1990). O peixe fresco € um
alimento altamente perecivel, e deve ser manuseado durante todo o tempo com
extremo cuidado e com procedimentos que visem evitar ou inibir a multiplicacdo de
microrganismos. Portanto, de acordo com o Codex Alimentarius (1976), a vida util do
pescado é encurtada drasticamente se ndo manuseado apropriadamente.

A vida util dos produtos pereciveis como o pescado conservado em atmosfera

normal, estd limitada principalmente por dois fatores: o efeito do oxigénio
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atmosférico e o crescimento de microrganismos aerobicos causadores de alteragdes
(PARRY, 1993).

Quando mantido sob refrigeragao e gelo, a vida de prateleira do pescado pode
ser estabelecida em aproximadamente dois a 14 dias, dependendo da espécie, local
de captura e estagéo do ano (STAMMEN, 1990). Este tempo pode ser considerado
suficiente para a distribuigao local do produto, porém, ao se pensar em transporta-lo
por longas distancias, a refrigeracdo mostra-se ineficaz, somado a isso estdo os
crescentes custos com a energia necessaria para o congelamento e refrigeracao
desses produtos.

E uma préatica constante, em algumas indUstrias brasileiras licenciadas para a
exportagao de pescado, a comercializagao de partidas de lombo de atum embalado
a vacuo, meéetodo que agrega valor ao produto. Além disso, o peixe exportado
segmentado apresenta uma melhor logistica de distribuicdo para o mercado
consumidor final por parte dos importadores, pois o T. albacares € um peixe que
pode atingir grandes dimensdes, apresentando comprimento maximo de 2,8 metros.
Ja o peso maximo, pode ultrapassar os 200 Kg (SZPILMAN, 2000). Por esta razao é
muito mais cdmodo para o importador e para a industria, a distribuicdo de lombos ja
devidamente embalados e pesando de 5 a 10 kg.

Devemos ainda atentar quanto a questdo da saude publica, pois o T. albacares
pertence a familia Scombridae, que abriga peixes possuidores de altas taxas do
aminoacido livre histidina, que € facilmente convertido em histamina por
descarboxilagdo. Dependendo da temperatura e tempo de exposicao, podera ocorrer
uma formacao suficiente para dar origem a uma intoxicagéo alérgica severa, sendo
considerado que niveis acima de 50 mg por 100 g de produto sdo suficientes para
produzir sintomas como: faces vermelhas, tontura, cefaléia, edema dentre outros.

A intoxicagao ocasionada por esses peixes, ocupa o segundo lugar no ranking
de frequéncia de enfermidades transmitidas por alimento, associadas com consumo
de peixe nos Estados Unidos da América (BEAN, 1990). O Ministério da Agricultura,
por intermédio de sua Portaria n° 185 de 13 de maio de 1997, que aprova o
Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de Peixe Fresco (Inteiro e
Eviscerado) estabelece o nivel maximo de histamina em 100 ppm no musculo das
espécies pertencentes as familias Scombridae, Scombresocidae, Clupeidae,

Coryyphaenidae, Pomatomidae.
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Varios estudos em produtos de origem animal tém sido realizados visando
avaliar o efeito da embalagem em atmosfera modificada (EAM) sobre a sua
conservacgao. Esta consiste em substituir o ar que rodeia o produto que se pretende
conservar por um gas ou mistura de gases, que ofereca as melhores condi¢des para
a manutengao da qualidade fisica e microbiolégica do produto por um periodo de
tempo maior. A efetividade desse sistema depende da acdo da EAM sobre a
microbiota do produto e inducdo de possiveis alteragdes quimicas nos alimentos
armazenados. Parry (1993), afirma que a vida util do pescado embalado em ar
atmosférico é de apenas 2 dias, enquanto que no embalado em EAM, este periodo
sobe para 10 dias.

Existe também a caréncia de informacdes e trabalhos cientificos relacionados
ao uso de EAM neste produto, o que contribuira na criacdo de bases para
regulamentagao futura deste tipo de produto por parte dos 6rgaos de fiscalizagao e
do setor pesqueiro.

De acordo com o exposto, objetiva-se avaliar as concentragbes e misturas
gasosas que apresentem melhor desempenho, e, portanto, maior aplicabilidade para
a conservagao do lombo de atum embalado em atmosfera modificada mantido sob
refrigeragdo. Outro objetivo € o acompanhamento do comportamento da populagao
bacteriana (mesdfilos) durante o periodo de estocagem, assim como das alteragdes
de caracteristicas fisico-quimicas (pH, bases volateis totais, histamina) comparando,
também, a vida util do peixe embalado em EAM em relagdo com aerobiose, e
avaliando-se ainda o risco potencial da formacdo de histamina neste peixe e a

aplicabilidade da EAM em prevenir este risco.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste topico sera feita uma revisao de literatura sobre a importancia do atum,
seguida da microbiota em pescado de um modo geral, sua embalagem em

atmosfera modificada, e, finalmente, a deteriora do pescado e histamina.

2.1 IMPORTANCIA DO ATUM

Os atuns sao peixes de grande aceitacdo no mercado internacional, no ano
de 2002 foram importados pelos Estados Unidos 43.099.928 Kg de atum,
englobando as diversas espécies e modos de apresentagdo, movimentando um total
de 110.469.972 ddlares. Dentre esse total, o Brasil entrou com 792.200 Kg de atum
inteiro congelado e 87.315 Kg de atum fresco, arrecadando o valor de 2.154.414
dolares.

Dentre a familia dos atuns, a albacora de laje, possui um mercado bem
desenvolvido no mundo inteiro, sendo um peixe bastante requisitado no comércio
internacional de pescado. Para dar numeros ao comércio dessa espécie, no ano de
2002, foram importados pelos Estados Unidos da América 1.446.090 Kg de Thunnus
albacares, girando um valor de 8.679.167 ddlares. Desse total, o Brasil contribuiu
com 144.363 Kg de Thunnus albacares inteiro fresco, arrecadando um valor de
358.172 ddlares. No ano de 2003 foram importados pelos Estados Unidos 1.952.943
Kg de Thunnus albacares movimentando uma quantia de 12.602.467 dolares, o
Brasil participando com 93.984 Kg (NATIONAL MARINE FISHERIES SERVICE,
2004).
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2.2 MICROBIOTA EM PESCADO

Molin e Stenstrom (1984) determinaram que a microbiota inicial de filés de
arenque era dominada por Shewanella putrefasciens e Pseudomonas sp.

A microbiota do peixe vivo esta diretamente relacionada a microbiota das
aguas onde ele vive. No muco que recobre a superficie externa do pescado se tem
encontrado bactérias dos géneros Pseudomonas, Acinetobacter, Moraxella,
Alcaligenes, Micrococcus, Flavobacterium, Corynebacterium, Sarcina, Serratia,
Vibrio e Bacillus.

As bactérias presentes na superficie do pescado procedente das aguas do
norte sdo principalmente psicrofilas, enquanto que em pescados provenientes das
aguas tropicais as bactérias encontradas sao principalmente mesdfilas. No intestino
do pescado de ambas as procedéncias se encontram bactérias dos géneros
Alcaligenes, Pseudomonas, Flavobacterium, Vibrio, Bacillus, Clostridium e
Escherichia (FRAZIER E WESTHOFF, 1988).

O numero de bactérias existentes no muco e na superficie da pele do
pescado recém capturado no mar pode oscilar desde valores tdo baixos como 100
por centimetro quadrado, até valores da ordem de varios milhdes por centimetro
quadrado, enquanto que no conteudo intestinal, podem-se encontrar desde mil a um
milhdo de bactérias por mililitro. O tecido das branquias pode albergar uma
quantidade de mil a um milhdo de bactérias por grama (FRAZIER E WESTHOFF,
1988).

Segundo o mesmo autor, existem ainda outros fatores atuantes na
intensidade da microbiota do pescado, o numero de microrganismos existentes na
pele do pescado podendo ser influenciado pelo sistema de pesca adotado.

De acordo com Gennari e Tomaselli (1988), a microbiota do peixe fresco é
principalmente composta por Pseudomoneaceae, Flavobacterium/Cytophaga,
Micrococaceae, corynebactérias e Enterobacteriaceae. Em seu trabalho sobre as
mudangas na microbiota aerdbica da pele e guelras da sardinha do mediterraneo
(Sardina pilchardus) durante armazenagem em gelo, foi evidenciado que, durante a
estocagem, o crescimento de Pseudomonas sp. foi pronunciado e estes se tornaram
0 grupo mais numeroso, sendo que as cepas nao fluorescentes de Pseudomonas

foram as dominantes. Na superficie da sardinha durante os primeiros dias de



21

estocagem a familia Neisseriaceae foi 0 segundo maior grupo, apdés 0 que, essa
posicao foi tomada pelo grupo Flavobacterium/ Cytophaga.

Surendran et al. (1989), citam que, Moraxella, Acinetobacter, e o grupo Vibrio
somam de 58 a 76% da biota inicial nos peixes marinhos e 25 a 45% nos peixes de
agua doce, Pseudomonas constitui 10% da flora inicial da cavala indiana
(Rastrelliger kanagurta) e 20% da sardinha (Sardinella longiceps), ja na tilapia,
Pseudomonas constitui de 20 a 25%.

Lopes-Sabater et al. (1995), ndo consideraram a familia Enterobacteriacea e
coliformes totais como parte da microbiota normal do peixe fresco, pelo fato de nao
terem sido detectadas antes do 3° dia de estocagem a temperatura de 0 °C e 24
horas a 8 °C

O pescado vivo apresenta contaminagao bacteriana principalmente na pele,
guelras e visceras, passando os demais tecidos a serem infectados apos a morte do
animal. A composigdo da microbiota na pele (ou muco) depende do local de captura
e periodo de pesca. As bactérias de origem oceéanica que contaminam os peixes,
quando comparadas com a microbiota da carne de gado, apresentam grande
diversificacdo de espécies (OGAWA, 1999).

2.3 EMBALAGEM EM ATMOSFERA MODIFICADA

Para suprir o consumidor com alimentos nutritivos, baratos e acessiveis, a
industria de alimentos e a cadeia produtora de alimentos tém permanecido em um
estado de constante evolugao, busca e inovagdes (GENIGEORGIS, 1985).

Tecnologias que lidam com a extensao, com seguranca, do tempo de vida
comercial de alimentos altamente pereciveis e com alto teor protéico como peixes,
carnes vermelhas e produtos de aves, sdo de uma significancia econémica enorme
por numerosas razdes que incluem: a possibilidade de transportes a longas
distdncias mais econdmicos, para novos mercados onde se encontram as
necessidades humanas, reducéo de perdas devido a deteriora e conveniéncia para a
industria e para o consumidor (idem).

Ainda, de acordo com o0 mesmo autor, existem basicamente trés categorias de
atmosfera modificada usada na preservagdo de alimentos: (1) modificacédo da

atmosfera através de técnica de embalagem, como a embalagem a vacuo; (2)
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reducdo da pressédo atmosférica dentro de contéiner para se alcancar uma condi¢cao
de estocagem hipobarica e (3) modificacdo da atmosfera através de enriquecimento
da embalagem ou contéiner pela adicado de uma variedade de mistura de gases.

De acordo com Parry (1993), a embalagem a vacuo foi primeira forma de
atmosfera modificada desenvolvida comercialmente. Com boas condicbes de
realizacéo do vacuo, o nivel de oxigénio se reduz a menos de 1%. Em caso de carne
embalada a vacuo, a respiragdo da mesma, consome rapidamente o oxigénio
residual, sendo este substituido por CO,, que no final sofre um acréscimo no interior
da embalagem até concentragdes de 10 a 20%. O autor ainda considera, como
fatores negativos da embalagem a vacuo, as mudangas de cores pela conversao na
carne de mioglobina a metamioglobina, e o acumulo de exudato da carne na
embalagem.

Na embalagem em atmosfera modificada, sdo usados varios gases, ou
mistura de gases, dentre os mais importantes podemos citar o CO,, N, e 0 O,.

O diéxido de carbono exerce um forte efeito inibidor sobre o crescimento
bacteriano, porém o verdadeiro mecanismo de inibicdo ndo é conhecido. E
particularmente efetivo, contra as bactérias aerdbias Gram-negativas da
decomposicdo, tal como Pseudomonas e Shewanella, que provocam alteragdes de
cor e odor em carnes, aves e pescados. Entretanto o CO,, ndo retarda o
crescimento de todos os microrganismos, e seu efeito inibidor aumenta com a
diminuicdo da temperatura, devido ao aumento de sua solubilidade (PARRY, 1993).

O nitrogénio é um gas inerte com baixa solubilidade na agua e nas gorduras.
Na atmosfera modificada, é utilizado, principalmente para substituir o oxigénio,
retardando a oxidacdo e prevenindo o aparecimento do rango nos frutos secos.
Indiretamente, também pode influenciar na preservacao de produtos pereciveis, por
dificultar o desenvolvimento dos microrganismos aerdbios, responsaveis pela
decomposicéo.

O nitrogénio tem ainda a funcédo de atuar como recheio, para evitar o colapso
da embalagem, em alimento que absorvem o CO; (PARRY, 1993).

A capacidade da embalagem em atmosfera modificada em estender o prazo
de vida comercial de alimentos vem sendo reconhecida por muitos anos, entretanto
a primeira aplicagdo comercial em maior escala deste tipo de embalagem, ndo se
concretizou até 1974, quando a companhia francesa SCOPA comecou a vender
carne em atmosfera modificada (CHURCH, 1994).
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Para alguns produtos, a embalagem em atmosfera modificada tem se tornado
o método predominante de embalagem, 95% de toda a massa fresca vendida no
Reino Unido é embalada em atmosfera modificada e no caso de frutos do mar, cerca
de 10% é comercializado embalado em atmosfera modificada (CHURCH, 1994).

Vem ocorrendo em larga escala um aumento da demanda por produtos
frescos com prazo de vida comercial estendido por mercados consumidores de todo
o mundo, e somado a isso, estdo os crescentes custos com a energia necessaria
para o congelamento e refrigeracdo desses produtos, a industria de processamento
de pescado esta procurando ativamente métodos alternativos de preservacao e
prolongamento da vida comercial de seus produtos assim como uma melhoria na
apresentagdao dos mesmos, ndo importando se o produto € o peixe fresco ou
refrigerado, ao mesmo tempo a industria procura economizar com custos de energia.
Dentre os métodos que acumulam potencial para alcancar este objetivo esta a

embalagem em atmosfera modificada (ASHIE, 1996).

2.4 DETERIORA DO PESCADO

Este item abordara a revisao de literatura referente a deteriora do pescado,

tanto em condi¢des de aerobiose quanto em atmosfera modificada.

2.4.1 Deteriora do pescado em aerobiose

A deteriora em pescado pode ser definida como uma série de mudangas post-
mortem tecnologicamente inaceitaveis, que ocorrem na musculatura do pescado.
Tais alteragdes sdo potencializadas como um resultado de falta de cuidados na
manipulacao, processamento ou estocagem deficiente (MUKUNDAN et al., 1986).

A magnitude e extensdo das alteragbes autoliicas em peixes ¢é
consideravelmente menor do que as alteragdes bacterianas. O peixe absolutamente
fresco e integro € impermeavel a bactérias devido a pele intacta. Entretanto, apés a
morte, a autdlise se instala, tornando a pele do peixe permeavel as bactérias e ao
mesmo tempo liberando agucares simples, aminoacidos livres, etc, o que prové um

meio rico em nutrientes para o crescimento bacteriano (MUKUNDAN et al., 1986).
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Um grande nimero de bactérias (10’ — 10®/g) é encontrado normalmente no
pescado em processo de decomposi¢cao, mas somente parte dessa microbiota, deve
ser classificada como deterioradores ativos (GRAM et al., 1987).

Gram et al. (1987), estudando a biota responsavel pela deteriora do peixe em
baixa (0 °C) e alta (20 °C) temperaturas, identificaram as bactérias do género
Shewanella como os principais organismos presentes na deteriora do pescado
estocado a 0 °C. Estas bactérias também foram dominantes nos peixes deteriorados
a temperaturas mais altas (20 °C), mas outros microrganismos também se
desenvolveram. Um grande numero de bactérias Gram-negativas fermentativas,
pertencentes a familia Vibrionaceae foi encontrado no peixe mantido a 20 °C, o que
provavelmente foi devido ao seu curto tempo de geragdo (aproximadamente 30
minutos) a esta temperatura.

A deteriora é certamente influenciada pela presenca do 6xido de trimetilamina
(OTMA), particularmente sob condigbes onde o oxigénio € excluido. Bactérias como
S. putrefasciens, P. phosphoreum e vibrionaceae, sao capazes de utilizar o OTMA
como aceptor final da cadeia de elétrons na respiracdo anaerdbia, resultando na
formacao de odores e sabores indesejaveis e TMA (GRAM et al., 1987).

Gennari e Tomaselli (1988), isolaram Shewanella putrefasciens do peixe
deteriorado com menor freqiéncia do que em outros trabalhos como o de Gram et al.
(1987).

As principais espécies de bactérias que alteram o pescado vao variar de
acordo com a temperatura em que se mantém o pescado, ainda que nas
temperaturas normalmente utilizadas para refrigerar o pescado € mais provavel que
predominem as espécies de Pseudomonas, seguindo-as em ordem de maior para
menor importancia, as espécies do género Acinetobacter, Moraxella e
Flavobacterium (FRAZIER E WESTHOFF, 1988).

O padrao de mudancga da biota dos peixes tropicais durante a estocagem em
gelo parece ser similar aquela observada em peixes provenientes de aguas
temperadas. Na microbiota inicial, Moraxella, Acinetobacter, e o grupo Vibrio somam
de 58 a 76% nos peixes marinhos e, 25 a 45% nos peixes de agua doce.
Pseudomonas constitui 10% da microbiota inicial da Cavala Indiana (Rastrelliger
kanagurta) e 20% da sardinha (Sardinella longiceps), ja na tilapia, Pseudomonas
constitui de 20 a 25% da sua biota inicial. A medida que os dias de estocagem

progridem, Pseudomonas sp. emerge como o grupo dominante, sendo responsavel
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por 75 a 81 % da biota dos peixes marinhos e 61 a 70% nos peixes de agua doce no
periodo de deteriora. Independentemente da biota inicial do peixe, Pseudomonas e
Shewanella emergem como os géneros predominantes durante a deteriora do peixe
mantido sob a ag¢ao do gelo (SURENDRAN et al., 1989).

Jargensen e Huss (1989) em seus resultados confirmaram que Shewanella
putrefasciens constitui a principal bactéria da deteriora de peixe estocado a 0 °C,
independente da origem do peixe.

A vida comercial do pescado mantido sob condicdo de refrigeracéo e gelo,
varia de dois a 14 dias, dependendo da espécie, local de captura e estacdo do ano
(STAMMEN, 1990).

No pescado, a microbiota da pele e dos intestinos, esta adaptada a
temperaturas mais baixas que os mamiferos, por tanto, a refrigeracdo produz uma
menor diferenca de temperatura, especialmente para pescados capturados em
regides mais frias (PARRY, 1993).

Lopes-sabater et al. (1995) determinam que a decomposi¢gdo do atum em
temperaturas entre 0 e 20 °C foi associada principalmente com bactérias
psicrotroficas.

Existem alguns fatores intrinsecos de grande importancia e que tem grande
influéncia sobre a microbiologia e degradagédo do pescado. Entre estes fatores estao
a natureza pecilotérmica do pescado e o0 seu ambiente aquatico, o alto pH post-
mortem da carne do pescado (usualmente maior do que 6,0), a presenga de grandes
quantidades de nitrogénio ndo protéico e a presenga do 6xido de trimetilamina
(GRAM E HUSS, 1996).

Sob condi¢gdes de aerobiose e estocagem em gelo, a microbiota associada a
deterioracdo é composta quase que exclusivamente de Pseudomonas sp e
Shewanella putrefasciens. A deteriora de peixe embalado a vacuo provindo de
aguas marinhas temperadas € causada por Shewanella putrefasciens e
Photobacterium phosphoreum e a diferenga no numero inicial de S. putrefasciens e
P. phosphoreum, provavelmente decide qual dos dois se torna o mais importante
(GRAM E HUSS, 1996).

Grikorakis et al. (2003) estudando a degradacédo da dourada (Sparus aurata)
do mar grego, concluiram através de contagens bacteriolégicas que a degradagao

por microrganismos aerobicos € dominante. Foi registrado um aumento do pH
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muscular apds o 8° dia de estocagem e o aumento das bases volateis totais ocorreu

de maneira suave e uniforme.

2.4.2 Deterioraem EAM

A eficiéncia do CO, na conservacao do pescado foi constatada por Killefer
(1930), que observou um aumento de 2 a 3 vezes na vida util do pescado fresco.
Alguns estudos demonstram que, mesmo em baixas concentrac¢des (20%), o CO, é
eficiente na preservacao do pescado (BROWN et al., 1980). Parry (1993) considera
que as concentragdes de CO, acima de 5% inibem o crescimento da maior parte das
bactérias que provocam alteragdes, especialmente as espécies psicrofilas, que
crescem em uma ampla gama de alimentos refrigerados.

Banks et al. (1980) reportaram um aumento da contagem de bactérias acido-
laticas em atmosferas enriquecidas com CO..

Segundo Barnett (1982), o salméo do Pacifico eviscerado, mantém condi¢cao
aceitavel de conservagao por mais de 21 dias a 0 °C quando embalado em
atmosfera modificada contendo 90 % de CO,, enquanto que a conservagao desse
salm&o com uso de gelo é de apenas 12 dias.

Molin e Stenstron (1984), estudando o desenvolvimento microbiano em filés
de arenque estocados a 0 e 15 °C, em ar e 100% de dioxido de carbono,
encontraram que a vida comercial dos filés, definido como o tempo necessario para
a contagem de microrganismos aerébicos atingir 1 x 10" UFC/g, cresceu com o
decréscimo da temperatura de estocagem, sendo de 1 dia para o peixe armazenado
em ar a 15 °C e 7 dias a 0 °C. Os valores correspondentes na atmosfera de CO,
foram 3 dias e 33 dias respectivamente.

Esses autores relatam também que a microbiota inicial de filés de arenque era
dominada por Shewanella putrefasciens e Pseudomonas sp. A biota permaneceu
desta mesma forma durante a decomposicdo apos estocagem em condi¢cbes de
aerobiose, correspondendo a 62 a 95 % respectivamente em todas as temperaturas
estudadas. Na atmosfera de CO, encontraram como microbiota predominante no
momento em que ocorria a decomposi¢do um numero significante de Lactobacillus

sp., Enterobacteriacea, Vibrionaceae e Shewanella putrefasciens.
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Jagrgensen e Huss (1989) confirmaram que Shewanella putrefasciens constitui
a principal bactéria da deteriora de peixe estocado a 0 °C, independente se o peixe é
embalado a vacuo ou estocado em ar atmosférico.

Em peixes, o estudo de misturas gasosas mais convenientes para a
conservagao e otimizagdo do armazenamento ainda ndo esta totalmente definido,
assim como as modificacbes na caracterizacdo sensorial e nos parametros fisico-
quimicos de varias espécies quando embaladas em EAM, entretanto a mais
promissora parece ser a atmosfera enriquecida com altas concentragées de COa,.
(Sikorski, 1990). Stammen et al. (1990) também relatam que elevadas
concentragbes de dioxido de carbono em embalagem em atmosfera modificada
(EAM), tém demonstrado boa inibicdo da microbiota normal de decomposigdo do
pescado duplicando ou triplicando o prazo de vida comercial dos produtos que € de
2 a 14 dias.

OKA et al. (1992) estudando o efeito do ar e da atmosfera modificada (CO2/N,,
60:40%) sobre bactérias toxigénicas em filés de atum (Thunnus obesus) concluiram
que a atmosfera modificada exerceu acgao inibitéria sobre Escherichia coli e
Staphylococcus aureus.

Resultado parecido foi obtido por Soccol (2002), embalando filés de tilapia
(Oreochromis niloticus) em ar (controle), EAM (60% de CO, + 40% de Oy) e vacuo,
mantendo as amostras a uma temperatura de 1 += 1°C, concluindo que os
tratamentos embalados em atmosfera modificada e a vacuo, associados ou n&o ao
acido acético, inibiram o desenvolvimento de Staphylococcus aureus, coliformes
totais e microrganismos psicrotréficos, proporcionando uma vida util de 20 dias.

Dalgaard et al. (1993) estudando a deteriora e a vida comercial de filés de
bacalhau embalados em vacuo e atmosfera modificada e mantidos a 0 °C,
encontraram que, contrariando estudos prévios, microrganismos Gram-negativos de
tamanho avantajado, com caracteristicas psicrofilas foram a biota dominante de filés
de bacalhau deteriorados estocados em atmosfera de CO, e ndo Shewanella
putrefasciens. Esses organismos, que podem ser Photobacterium phosphoreum,
podem explicar a curta extensao da vida comercial de peixes embalados a vacuo e
EAM comparado a produtos carneos.

Foi sugerido que tanto a embalagem em atmosfera modificada, quanto a
embalagem a vacuo, podem inibir a Shewanella putrefasciens, tipica bactéria de

deteriora do pescado produtora de H,S, ja que a maxima concentragao de bactérias
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produtoras de H,S encontrada em produtos de pescado embalado em EAM é muito
baixa. Comparado com a embalagem a vacuo, uma extensao da vida comercial de 6
a 7 dias foi alcangada com EAM com 48% de CO,, entretanto, com 100% de CO; a
vida comercial foi entendida somente em 2 a 3 dias. Textura deficiente e alta
producdo de exudato indicaram que a vida comercial desses filés foi limitada por
reagdes quimicas, e ndo somente por atividade microbiolégica.

Um outro relato interessante dos estudos desses autores, foi a baixa
concentracdo de bactérias acido-laticas detectadas na embalagem em atmosfera
modificada, indicando que essas bactérias ndo apresentam importéncia quantitativa
no processo de deteriora dos filés de bacalhau.

Dalgaard (1995) continuando seu trabalho com filés de bacalhau confirmou
suas suspeitas anteriores, concluindo que as células grandes sugeridas como sendo
responsaveis pela deteriora de bacalhau embalado em vacuo e EAM (0-5, 10-20, 25-
30, 40-60, 90-100% de CO3), mantido a 0 °C foram realmente identificadas como
Photobacterium phosphoreum.

Estudando ainda a atividade de deteriora dessas células, de Shewanella
putrefasciens e outros microrganismos isolados de filés de bacalhau embalados
deteriorados. Em média, células de P. phosphoreum produzem 30 vezes mais
trimetilamina do que células de S. putrefasciens, sendo o nivel de trimetilamina
encontrado em bacalhau embalado deteriorado de 30 mg TMA/100g correspondente
a 10" UFC/g de P. phosphoreum e a 10® a 10° UFC/g de S. putrefasciens. A
presenca de 10" UFC/g de P. phosphoreum foi realmente encontrada no bacalhau
embalado deteriorado sugerindo que este microrganismo pode ser responsavel pela
deteriora nessas condigdes.

Concentracdes superiores a 10 UFC/g de S. putrefasciens foram necessarias
para producdo de odores indesejaveis, o que levou os autores a concluir que este
microrganismo n&o te importancia para deteriora de bacalhau embalado.

Estudando a deteriora ocasionada por microrganismos em EAM, Church (1994),
relata que as bactérias Gram-negativas sao geralmente mais sensiveis ao CO, do
que as Gram-positivas. Em alimentos com elevado teor de proteina, preservadas
pelo frio, como carne e peixe, geralmente sao inibidas bactérias Gram-negativas
como: Pseudomonas sp., Enterobacteriacea, Acinetobacter sp. e Moraxella sp.,
enquanto as bactérias Gram-positivas acido-laticas e Brochothrix thermosphacta, em

contrapartida, se tornam microrganismos dominantes.
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Lopez-Galvez et al. (1995), descrevendo o efeito do didxido de carbono e
atmosferas enriquecidas com oxigénio sobre as mudangas quimicas e
microbiolégicas em atum refrigerado, encontraram que as amostras de atum
(Thunnus alalunga) controle, embaladas em ar, apresentavam-se deterioradas apoés
9-11 dias de estocagem, alcancando contagens de 10 UFC/cm?, entretanto, quando
os filés foram embalados em atmosferas enriquecidas com 20 e 40% de CO,, o
crescimento bacteriano foi inibido, alcancando valores em torno de 10’ UFC/cm?,
apds 15 e 19 dias de estocagem respectivamente. Determinou-se que quando os
filés foram embalados em atmosferas enriquecidas com 20 e 40% de CO,
Brochothrix thermosphacta foi o microrganismo dominante.

Considerou-se entdo a atmosfera mais efetiva a de 40/60% de CO,/Oy,
concluindo que a vida comercial do atum embalado nesta atmosfera pode ser
dobrada, tanto com respeito a condigdo microbiolégica quanto a coloragao.

Sawaya et al. (1995) estudaram o efeito da atmosfera modificada (70% de CO.,
5% de Oz e 25% de Ny) e tratamento com cultura de bactérias acido-latica na
estocagem de frango sob condicbes proximas a estocagem encontrada nos
mercados (4 e 7 °C). observaram que na embalagem em atmosfera modificada as
contagens de bactérias acido-laticas aumentaram, enquanto que as de
Pseudomonas comecaram a decrescer. Isto sendo devido as propriedades
microaerdfilas dos Lactobacillus, que toleram a atmosfera modificada melhor que
Pseudomonas. Concluiu-se também que o pré-tratamento da EAM com cultura de
bactérias acido-laticas pode estender a vida comercial de 6-7 dias e 4-5 dias nas
carcacas sem tratamento para 36 (4 °C) e 35 dias (7 °C).

Debevere e Boskou (1996) estudando o efeito da atmosfera modificada, com 4
diferentes composig¢des (60% CO; + 10% Oz + 30% N2, 60% CO2 + 20% Oz + 20%
N2, 60% COz + 30% Oz + 10% N2, 60% CO,; + 40% O), sobre a microbiota
produtora de bases volateis totais (BVT) e trimetilamina (TMA) em filés de bacalhau,
concluiram que todas as amostras estavam com valores de BVT e TMA alto o
suficiente, para serem consideradas deterioradas, apos o 4° dia de estocagem a
6 °C. Concluem também que a embalagem em atmosfera modificada, contendo 60%
de CO; e 40% de O,, estocada a 6 °C teve um efeito inibitério sobre o crescimento
da microbiota normal produtora de TMA e H,S (Shewanella putrefasciens).
Entretanto, essas condigbes sdo menos efetivas sobre a inibicdo do crescimento e

atividade das células grandes de Photobacterium phosphoreum redutoras do 6xido
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de trimetilamina, que n&o sdo produtoras de H,S e mostram grande resisténcia em
atmosfera com presenca de 60 % de CO,. Para diminuicdo da reducdo do OTMA
pelo P. phosphoreum pode-se langcar mao da adigdo de O, a composi¢cao da
atmosfera.

Gram e Huss (1996) comentam que a embalagem em CO; de peixes
marinhos de aguas temperadas inibe o desenvolvimento de microrganismos como
Pseudomonas e Shewanella putrefasciens e seus numeros raramente ultrapassam
10°-10° UFC/g

Pastoriza et al. (1998) compararam a conservagao de filés de merluza
embaladas em EAM (50% CO, + 45% de Nz + 5% de O;), em EAM e previamente
submersas em solugdo de NaCl, sendo mantidas em ar atmosférico, a uma
temperatura de 2 + 1 °C. Evidenciando em seus resultados que as amostras
mantidas em EAM mostraram valores de pH menores que o controle em ar, apos 10
dias de estocagem e valores de BVT menores que o controle apés 5 dias de
estocagem, sendo os valores de BVT do grupo controle, duas vezes mais altos do
que os do peixe mantido em EAM apos 14 dias de estocagem. Foi descrito também
que a embalagem em EAM, preveniu o alcance do limite para aceitabilidade na
contagem total apds duas semanas de estocagem.

A autora expbs ainda, que seu estudo mostrou uma grande correlagéo entre
BVT e a contagem total, tanto em peixes mantidos em ar atmosférico quanto em
EAM. Se fosse tomado 10° bactérias por grama como limite de aceitabilidade para
consumo de peixe, o filé de merluza estocado em ar teria uma vida comercial de 7
dias, que seria estendida para 14 dias em EAM e 16 dias em EAM se previamente
tratada com solucao de NaCl.

Guldager (1998) comparou a embalagem em atmosfera modificada (EAM) em
amostras de bacalhau descongelado apds sua estocagem em temperatura de
congelamento (-20 °C) por periodo de 2 meses, com bacalhau mantido a uma
temperatura de 2 °C e embalado em atmosfera modificada, encontrando melhores
resultados para o bacalhau descongelado (20 dias de preservacéo) em relagdo ao
fresco (12 dias), diferenca essa creditada a inativacdo do Photobacterium
phosphoreum. O mesmo fato foi confirmado por Bgknaes et al. (2000) também
estudando filés de bacalhau descongelados estocados em atmosfera modificada.

Amparando o trabalho de Guldager (1998), Emborg et al. (2002) estudando a

deteriora e formagdo de aminas biogénicas em salmé&o fresco (Salmo salar) e
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descongelado, embalados em atmosfera modificada e mantidos a 2 °C. Concluiram
que Photobacterium phosphoreum foi dominante dentre a microbiota deteriorante do
salméao fresco em EAM e que a eliminagao deste microrganismo pelo congelamento,
permitiu identificar esta bactéria como microrganismo especifico de deteriora nestes
produtos.

Tewari (1999) estudou a conservagao de cortes de carne retalhados utilizando
trés atmosferas: 100% CO,, 100% Nz € 70% Nz + 30% CO,, considerando o método
de estocagem mais efetivo, aquele utilizando embalagem com 100% de COy,
armazenado a uma temperatura entre -1,5 e 0,5 °C.

Ozogul et al. (2000) estudaram os efeitos da atmosfera modificada e
embalagem a vacuo sobre as mudangas quimicas, microbiolégicas e sensoriais de
um exemplar da familia Clupeididae (Clupea harengus) mantido em gelo. As
analises quimicas e microbioldgicas indicaram que a embalagem com CO; e a vacuo
prolongaram a vida comercial do pescado. Os resultados mostraram diferengas
significativas (P < 0,05) entre as condi¢bes de estocagem em gelo e EAM. E ainda, o
CO, fez decrescer a produgcdo de hipoxantina, comparado com as amostras
mantidas em vacuo e ar.

Ordoriez et al. (2000) estudaram as mudangas microbiolégicas e fisico-
quimicas de filés de merluza (Merluccius merluccius) estocadas em atmosferas
enriquecidas com dioxido de carbono, concluindo que a atmosfera de 40% de CO; e
60 % de ar é 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. A partir dos resultados foi deduzido que a
microbiota responsavel pela deteriora em ar, foi dominada por bactérias Gram-
negativas psicrotroficas, presumivelmente do grupo Shewanella/Pseudomonas. Na
embalagem em atmosfera modificada foi notado um aumento do numero de
Lactobacillus sp, que na atmosfera com 40% de CO,, correspondeu a cerca de 30%
da biota. Encontrou ainda que a variagcao dos valores de BVT foi similar ao de TMA,
sendo as mudangas do BVT principalmente devido ao aumento do valor de TMA.

Mano et al. (2000) encontraram variagbes menores de pH nas atmosferas
enriquecidas com CO,, os aumentos encontrados atingiram 0.5 unidades de pH com
dificuldade. Foi observado ainda, que um aumento relevante do pH somente foi
encontrado em amostras embaladas em ar. O efeito de conservagédo do CO;, foi tdo

evidente quanto o efeito sinérgico da temperatura com a EAM.
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Lopes-Caballero et al. (2001) testaram cepas de Shewanella putrefasciens
isoladas de merluza deteriorada (Merluccius merluccius), em 4 atmosferas diferentes
e ar. Apds 3 semanas de incubacéao, o grupo controle (ar) mostrou a maior contagem
microbiolégica (> 9 Log UFC/ml) e concentracdo de TMA (45 mg N-TMA /100 ml),
fortes odores putridos foram detectados a partir do 15° dia. O grupo mantido sob
atmosfera modificada, mostrou baixo crescimento, TMA, odores anormais e
producédo de aminas biogénicas. A atmosfera com 40% de CO, e 60% de O, teve o
maior efeito inibitério sobre o crescimento bacteriano, enquanto que a atmosfera
composta de 60% de CO,, 15% de Oz e 25% de N, foi a menos efetiva.

Estudando o salméo, Fletcher (2002) trabalhou com a espécie Oncorhynchus
tshawytscha em diferentes atmosferas, contendo ar, nitrogénio e mistura de diéxido
de carbono e nitrogénio estocados a uma temperatura de 8 °C, encontrando o
primeiro sinal de deteriora com 15 dias para as amostras embaladas em ar, 15 dias
nas mantidas em N e 21 dias nas embaladas com a mistura de oxigénio e didxido
de carbono, comprovando a eficiéncia do diéxido de carbono.

Skandamis (2002) estudou os atributos sensoriais, microbioldgicos e fisico-
quimicos de carne fresca embalada em atmosfera modificada e mantida a uma
temperatura de 5 a 15 graus Celsius, e apresentou seus resultados de maneira
interessante, ordenando as amostras de acordo com a atmosfera empregada e
prazo de vida comercial em ordem crescente, encontrando: ar < embalado a vacuo <
CO> (40%) mais N2 (30%) mais Oz (30%) < 80 % de CO, mais 20 % de ar < 100%
de CO,, novamente o CO, se destacou como atmosfera de maior eficiéncia na
preservacao do alimento.

Baoknaes et al. (2002) estudando o uso da atmosfera modificada em filés de
bacalhau descongelados, concluiram que o congelamento por mais de 12 meses
nao teve efeito significativo sobre os atributos de qualidade e mostrou que a vida
comercial da embalagem em atmosfera modificada de produtos descongelados é de
14 dias ou mais a temperatura de 2 °C.

Conte-Junior et al. (2003) avaliando o efeito do didéxido de carbono na
conservacao e aumento da vida util de carne de ra, concluiram que a embalagem
em atmosfera contendo 80% CO, foi a que aumentou de forma satisfatéria a vida util
do produto estudado. Concluindo também que, a embalagem em atmosfera
modificada inibiu o crescimento dos microrganismos heterotroficos aerdbios

mesofilos, ainda que outros fatores possam ter influenciado neste crescimento.
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Ozogul et al. (2004) testando o efeito da embalagem de atmosfera modificada e
vacuo, sobre as mudangas quimicas, sensoriais e microbiolégicas em sardinhas
mantidas a 4 °C, determinaram que a vida comercial da sardinha em EAM foi de 12
dias, 9 dias no vacuo e 3 dias em ar. O crescimento bacteriano foi mais acelerado
nas amostras mantidas em ar, seguido pelas mantidas em vacuo obtendo as
contagens mais baixas as mantidas em EAM. A concentragdo mais elevada de TMA
foi obtida nas amostras de sardinha estocadas em ar, seguida das embaladas em
vacuo, com a menor concentracdo em EAM. A formacgdo de BVT cresceu com o
decorrer da estocagem. Quando a contagem total atingiu 10® UFC/g, o valor do BVT
foi de aproximadamente 15 mg/100g de musculo para todas as formas de
estocagem. Concluiu-se que a estocagem de sardinhas em EAM diminuiu a
producao de derivados do ATP, inibiu o crescimento bacteriano, reduziu a formagao
de histamina, TMA e BVT e estendeu a vida comercial em 4 x na EAM e 3 x na
embalagem a vacuo.

Lopes et al. (2004) estudaram o efeito da embalagem em atmosfera modificada
sobre a conservagao de sardinhas (Sardinella brasiliensis) concluindo que do ponto
de vista microbiolégico, as embalagens enriquecidas com CO, demonstraram ser o
melhor método. Concluindo ainda, que apesar da inibicdo do crescimento microbiano
ocorrido nas amostras armazenadas em atmosferas com CO,, os resultados de

bases volateis totais foram decisivos para definir o prazo de vida comercial.

2.4.3 Histamina

Este item abordara a revisao de literatura referente a ocorréncia de histamina

em pescado, tanto em condi¢des de aerobiose quanto em atmosfera modificada.

2.4.3.1 Formagao de Histamina em aerobiose

A intoxicacéo por escombrideos € uma enfermidade de baixa severidade, mas
muito importante com relagdo a seguranga dos alimentos e comércio internacional.
Muitos paises aprovaram limites maximos de histamina permitidos em pescado.

Entretanto a concentragdo de histamina nos peixes deteriorados € extremamente
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variavel, assim como a dose necessaria para se instalar a intoxicagcao. Até que a
identidade, niveis e poténcia ou possiveis potencializadores e ou fatores
degranuladores de mastdocitos forem elucidados, € dificil estabelecer limites em
normas e regulamentos para histamina em alimentos tendo em base o risco
potencial a saude (LEHANE E OLLEY, 2000).

De acordo com os mesmos autores, a histamina € a principal toxina envolvida
na intoxicagao por escombrideos. Entretanto, a enfermidade ndo é uma intoxicagao
histaminica simplesmente, ainda que, geralmente, esteja associada com altos niveis
de histamina (maior ou igual a 50 mg/100g) em peixes de espécies particulares com
contaminagao bacteriana. A patogénese da intoxicagdo por escombrideos ainda n&o
foi completamente elucidada. Varias hipéteses tém sido levantadas para explicar o
porqué da histamina consumida proveniente de peixes deteriorados ser mais toxica
do que histamina pura consumida por via oral. Uma delas sugere que algumas
substancias como compostos imidazdlicos derivados da histidina podem ser o “fator
obscuro” da intoxicagdo por escombrideos. Entretanto, nenhuma provou, até o
presente momento, de maneira satisfatoria este fato.

Oka et al. (1993) inocularam trés bactérias formadoras de histamina
(Morganella morganii, Klebsiella pneumoniae e Hafnia alvei) em filés de atum
(Thunnus obesus), concluindo que a formacédo de histamina nessa espécie nao é
atribuida a nenhuma das trés. Concluiram também que a atmosfera modificada
proporciona somente uma leve inibicdo sobre as bactérias formadoras de histamina
em Thunnus obesus.

As bactérias descarboxiladoras da histidina produzem a histamina a partir da
histidina livre em peixes em processo de deteriora. Ainda que algumas dessas
bactérias estejam presentes na microbiota normal do peixe vivo, a maioria parece
ser derivada de contaminacdo pds captura nos barcos de pesca, da planta
processadora, do sistema de distribuicdo, ou ainda dos restaurantes e domicilios. A
chave para manter o numero de bactérias e niveis de histamina baixos é o
resfriamento do peixe apos a captura e sua manutengdo em refrigeracdo adequada
durante a sua manipulacéo e estocagem (LEHANE E OLLEY, 2000).

Lopes-Sabater et al. (1995) reportaram em seu estudo que a presencga de
histamina ndo foi detectada nas amostras de atum estocadas a 0 °C, antes do 12°
dia de estocagem e que, a partir deste periodo, a concentragdo de histamina

comecgou a crescer, atingindo niveis mais altos do que os limites estabelecidos pelo
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FDA (50 mg/100 g) no 18° dia de estocagem na parte posterior do peixe, e no dia 21
na parte anterior. Concluindo que quando o atum é mantido em temperatura de
refrigeragao (8 °C) a formagéo de histamina continua e a aparéncia fisica nédo € um
bom critério para avaliar o perigo de intoxicagao, e que isso, poderia explicar a alta
incidéncia deste tipo de intoxicagdo alimentar.

Lopes-Sabater et al. (1996) determinaram a incidéncia e diversidade de
bactérias que descarboxilam a histidina em atum, bonito e cavala. Encontrando
histamina em 83,3% das amostras de atum, em contraste ndo encontraram em
nenhuma amostra de cavala e somente 2 amostras de bonito de 12 mostraram
indices detectaveis de histamina. Quanto a composi¢ao da microbiota formadora de
histamina, Morganella morganii e Klebisiella oxytoca foram os formadores de
histamina mais ativos sob condi¢cbes experimentais. Alguns novos formadores como
Plesiomonas shigelloides, Enterobacter intermedium, Serratia marcescens, Serratia
plymuthica e Serratia fonticola foram identificados.

Ben-Gigirey et al. (1999) observaram produgdao de histamina a baixas
temperaturas em albacora (Thunnus alalunga), onde a temperatura de 4 °C, nao foi
capaz de inibir a produgao de histamina por Stenotrophomonas maltophilia.

Kim et al. (2000) amparam o trabalho de Lopes-Sabater et al. (1996) quando
isolou bactérias formadoras de histamina a partir da albacora mantida em diferentes
temperaturas, isolando a bactéria com maior nivel de produg¢do de histamina da

amostra mantida a 25 °C, identificando-a como Morganella morganii.

2.4.3.2 Formagéao de Histamina em EAM

A EAM, além de proporcionar uma extensao do prazo de vida comercial do
produto, quando se trata de alimentos como o atum, que apresentam risco potencial,
ainda possui uma outra atuacéo altamente desejavel, que é a inibicdo da microbiota
que promove a descarboxilagcdo da histidina, prevenindo assim a formagao da
histamina.

Oka et al. (1993) inocularam bactérias formadoras de histamina (BHF), em filés
de atum (Thunnus obesus), embalando em aerobiose e atmosfera modificada
(CO2/N2, 60:40%) e concluiram que a embalagem em atmosfera modificada levou a

uma ligeira inibicao das bactérias formadoras de histamina no atum.
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O efeito do CO, sobre as BFH, também foi comprovado por Ozogul et al.
(2001), que investigando as mudancgas das aminas biogénicas durante a estocagem
do arenque em gelo, em caixas sem gelo (2 + 2 °C), atmosfera modificada (60% CO»,
40% N;) e embalagem a vacuo (2 + 2 °C). Encontraram que a concentragido de
aminas aumentava de maneira mais acelerada no arenque mantido em caixas sem
gelo e mais vagarosamente no mantido em EAM, encontrando a maior dosagem de
histamina no arenque nas caixas sem gelo seguido pelo mantido em embalagens a
vacuo, mantidos em gelo e em EAM. Nao foi encontrada diferenca significativa entre
os tratamentos com relagdo a histamina no inicio da estocagem, mais com o
decorrer do experimento essa diferenca foi constatada, exceto entre a embalagem
em vacuo e gelo.

Lopes-Caballero et al. (2001) verificaram estudando o crescimento e
metabolismo de Shewanella putrefasciens que apds trés semanas de incubacéo,
altas quantidades de putrescina e cadaverina foram produzidas pelo grupo controle
mantido em ar, mas a concentragcdo de histamina somente aumentou de maneira
discreta. A producao de histamina e putrescina foi menor no cultivo de Shewanella
putrefasciens mantido na atmosfera de 40% de CO; e 60% de O,. Entretanto os
niveis de histamina foram maiores na atmosfera de 40% de CO;, e 40% de Oz e 20%
de N2 do que na bactéria incubada em ar.

Tendo como material para estudo o salmao (Salmo salar), Emborg et al. (2002),
estudaram a deteriora e formacdo de aminas biogénicas, em salmao fresco e
descongelado, embalados em atmosfera modificada e mantidos a 2 °C, concluindo
que Photobacterium phosphoreum foi dominante na deteriora do salméo fresco
embalada em EAM, mas mesmo com esses alto niveis de P. phosphoreum, menos
de 20 mg por kg' de histamina foi observado apds o peixe ser considerado
deteriorado sensorialmente.

Ozogul et al. (2004) testando o efeito da embalagem de atmosfera modificada
e vacuo, sobre as mudangas quimicas, sensoriais e microbiolégicas em sardinhas
mantidas a 4 °C, determinaram que a concentracdo de histamina aumentou e seus
niveis atingiram mais de 20 mg/100g para os peixes mantidos em ar, 13 mg/100g
para os peixes mantidos em vacuo e 10 mg/100g para os mantidos em atmosfera
modificada aos 15 dias de estocagem. Foi concluido que sardinhas mantidas em

condicdes de atmosfera modificada tiveram reducédo da formacao de histamina.



37

Lopes et al. (2004) estudaram o efeito da embalagem em atmosfera
modificada sobre a conservacao de sardinhas (Sardinella brasiliensis) observando o
inicio da producao de histamina em todas as atmosferas (ar 100%, N2 100%, CO-
100%, 40/60 e 80/20 % de CO,/N;) entre o 8° e 11° dia de estocagem a 4 + 1 °C,
com excegao das amostras mantidas na atmosfera com 100% de CO,, onde nao foi

detectada presenca de histamina.



3 MATERIAL E METODOS

A seguir, descrever-se-a o material utilizado na realizacdo do trabalho, bem

como as metodologias empregadas.

3.1 MATERIAL

Seladora a vacuo da marca TECMAQ, modelo AP 450, utilizada para a
embalagem e termo-soldagem das amostras.

Facas higienizadas para segmentacdo das amostras.

Embalagens plasticas de polietiieno com baixa permeabilidade a gases para
embalagem das amostras.

Balanca de precisdo marca Marte, modelo AM 550 Automarte para pesagem
das amostras.

Geladeira Electrolux, modelo Double D440 para estocagem das amostras.

Termbmetro digital de incisdo marca Minipa, para mensurar a temperatura das
amostras.

Para a realizagdo da contagem de mesdfilos foi utilizado:

Bico de Bunsen

Pinca

Bisturi

Sacos de Stomacher

Balanca marca Marte, modelo AS 2000C

O aparelho Stomacher 80 laboratory blender, marca Seward

Tubos de ensaio com tampa metalica

Pipeta automatica
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Ponteiras descartaveis

Placas de Petri descartaveis

Meio de cultura agar-agar padrao para contagem (APC)
Solucgao Salina (Diluente)

Estufa marca Fanem LTDA

O contador de col6nias LEICA, Quebec Darkfield Colony Counter

Dentro das analises fisico-quimicas realizadas foi determinado o pH das

amostras utilizando-se do pHmeter marca Schott, modelo handylab1.

usado:

Erba)

Na determinagao das bases volateis totais (BVT), para obten¢ao do extrato foi

Balanga marca Sartorius, Type 2257
Acido tricloroacético P.A. Merck
Liquidificador

Frasco de Kitassato

Funil de Buchner

Papel filtro Whatman n° 5 sem cinzas

Beckers

Para difusao das bases volateis:

Pipetas graduadas de 1,2, 5e 10 mL,

Placas de microdifusdo de Conway com tampa,
Acido bérico P.A. Vetec,

Indicador misto de Tashiro (azul de metileno Merck, vermelho de metila Carlo

Carbonato de potassio P.A. Merck,

Estufa retilinea marca Fanem a 36 °C.

Para titulacéo:
Solugao de acido cloridrico 0,1 mol/L Merck

Microbureta de 2 mL
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Para determinagcdo do teor de histamina presente nas amostras foram
utilizados:

Gral

Pistilo

Tubo de ensaio

Metanol P.A Merck

Pinga de metal de ponta fina

Pinca para tubo de ensaio de madeira

Banho-maria

Centrifuga

Cloridrato de histamina — Vetec

Pipetador automatico para 10uL

Placa de cromatografia com camada de silica gel, tamanho 20x20

Acetona P.A Merck

Hidréxido de amoénia P.A Merck

Tanque de cromatografia

Vaselina solida ou silicone

Compressor de ar

Secador de cabelos

Nebulizador para ninhidrina

Ninhidrina — Merck

3.2 METODOS

Os métodos serdo abordados em sua sequéncia de execugao comecgando
pela aquisicdo da amostra, sua preparagdao e embalagem e por ultimo as analises

realizadas.

3.2.1 Aquisi¢cdo da amostra

O pescado foi adquirido no mercado de peixe da llha da Conceic¢ao, Niterdi,
conhecido popularmente como 88, onde € possivel a obtengcdo de espécimes com

alto grau de frescor e com a menor taxa de contaminagao, ja que nesse local o
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pescado € desembarcado no cais provindo diretamente do pordo da embarcacao
que realizou sua captura, permitindo desta forma, tanto a obtencdo de um pescado
com muito pouca manipulacdo, como também, uma selecdo dos melhores dos

espécimes enquanto estdo sendo desembarcados um a um.

3.2.2 Transporte

Apods a aquisicdo do peixe, este foi cuidadosamente acondicionado em caixa
de isopor contendo gelo em escamas e selado por intermédio de fita adesiva para
minimizar as perdas de temperatura durante o transporte e espera pela colheita das
amostras. Desta forma o pescado foi transportado até o Laboratério de Tecnologia
de Alimentos da Universidade Federal Fluminense, onde as amostras foram colhidas

e processadas.

3.2.3 Colheita das amostras

Chegando ao laboratdrio foi retirado o lacre da caixa de isopor contendo a pega
de atum e o pescado foi lavado com agua hiperclorada 5 ppm, padrao nas industrias
de beneficiamento de pescado, posteriormente sua pele foi escovada para remogao
de macroresiduos e sujidades, na tentativa de diminuigdo da carga de
microrganismos na superficie. Apés a lavagem, o pescado foi depositado na
superficie de uma bancada de marmore, previamente preparada e recoberta por
papel aluminio tendo sido higienizada com alcool 70° I.N.P.M. (Figura 4), onde se
procedeu a medicdo da temperatura muscular do mesmo (Figura 5). O corte foi
realizado em duas etapas, primeiramente com o auxilio de duas facas de fio
agucado e previamente higienizadas, foram separados e retirados os lombos do
animal (Figuras 6 e 7), os cortes realizados para este fim, foram feitos com uma faca
teoricamente isenta de contaminacdo, pois enquanto um corte estava sendo
executado a outra faca se encontrava sempre na higienizagdo. Desta forma cada
nova incisao no atum foi realizada com uma faca provinda da limpeza.

Os lombos, em numero de dois em cada lateral, foram posteriormente
submetidos a um segundo corte (Figura 8), acondicionados em embalagens

plasticas de baixa permeabilidade e pesados para confecgdo das amostras (Figura
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9), sempre se atentando quanto a possibilidade de contaminagao em superficies e
equipamentos, retiraram-se aliquotas do musculo com peso aproximado de 100 g.

Depois de embaladas, as amostras foram para a seladora (Figura 10), onde foi
criado vacuo, retirando o ar presente na embalagem que foi imediatamente
substituido por uma mistura de gases pré-determinada. Posteriormente as
embalagens foram termo-seladas (Figura 11), ficando assim prontas para serem
acondicionadas em temperatura de refrigeracao 2 + 2 °C (Figuras 12 e 13), criando-
se desta forma 5 grupos de acordo com a atmosfera empregada, sendo eles: ar
atmosférico, vacuo, 40% de CO, com 60% de nitrogénio, 80% de CO, com 20% de
nitrogénio e 100% de COsy.

Figura 4. Espécime utilizado no trabalho, ja devidamente
lavado e depositado sobre mesa previamente
higienizada e coberta com papel aluminio.

Figura 5. Medigdo da temperatura muscular do pescado com
auxilio de termdmetro digital de incisdo marca Minipa.
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Figura 6. Atum utilizado no experimento, com o lombo superior esquerdo
retirado.

Figura 7. Lombo superior esquerdo retirado do atum pronto para
realizagao dos cortes secundarios.
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Figura 8. Segmentacao do lombo do atum para confecgao das amostras
com peso aproximado de 100 g.

Figura 9. Pesagem das amostras ja
acondicionadas no interior  da
embalagem plastica com o auxilio da
balanca de precisdo marca Marte,
modelo AM 550 Automarte.
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Figura 10. Embalagem das amostras de atum e confeccdo das
atmosferas na seladora a vacuo da marca TECMAQ, modelo
AP 450.

g

Figura 11. Termo-soldagem da embalagem de atum na seladora a vacuo da
marca TECMAQ, modelo AP 450.
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Figura 12. Amostra de atum pronta, devidamente
embalada em atmosfera modificada.

Figura 13. Amostra de atum pronta, devidamente
embalada a vacuo.
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3.2.4 Identificacao das amostras

As amostras foram identificadas por meio de caneta marcadora permanente

para plasticos, diretamente na embalagem.

3.2.5 Andlises

A seguir sera exposta a metodologia das analises microbiolégicas e fisico-

quimicas executadas no presente estudo.

3.2.5.1 Analises Microbiologicas

Foi realizada a contagem de bactérias heterotroficas aerdbias mesdfilas, a
partir das amostras previamente embaladas e estocadas. A metodologia empregada,
foi a utilizada pelo Laboratério de Referéncia Animal (BRASIL, 1981a) utilizando o
meio de cultura agar-agar padrao para contagem (APC), com incubagao a 32 °C e
leitura em 24/48 h.

3.2.5.2 Analises fisico-quimicas

As analises fisico-quimicas assim como as microbiologicas foram realizadas a
partir das amostras embaladas e estocadas em refrigeracao.

A analise de pH foi realizada pelo método potencidmetro, que se baseia na
determinacao instrumental do pH (BRASIL, 1981a).

Para a analise de bases volateis totais, utilizou-se o método de microdifuséo de
Conway, segundo metodologia descrita no manual do LANARA (BRASIL, 1981a). A
determinacgao foi realizada em duplicata.

Para determinacdo de histamina utilizou-se o método de analise de histamina
por cromatografia de camada delgada (SCHULTZ, 1975).
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3.2.5.3 Analise estatistica

Os resultados obtidos na bacteriologia foram tratados estatisticamente pelo
método dos minimos quadrados para obtengao de uma regressao linear, utilizando-
se a equacao de Baranyi e Roberts (1994) para a determinagédo dos parédmetros de
crescimento (fase de laténcia e tempo de duplicagédo) da curva obtida das contagens
de bactérias heterotroficas aerébias mesdfilas viaveis.

A analise estatistica dos demais resultados constou de uma analise descritiva
simples, onde se realizou a média dos diversos dados estudados, realizando-se um
estudo comparativo, com utilizagdo de Tabelas e Figuras. Para a realizagdo da
referida analise estatistica descritiva e confecgéo das Figuras, utilizou-se o programa

Microsoft Excel®.



4 RESULTADOS

A seguir serdo expostos em forma de Tabelas e Figuras os resultados obtidos.
Primeiramente serdo expostos os resultados das analises fisico-quimicas e

posteriormente das microbiologicas.

4.1 BASES VOLATEIS TOTAIS

Os resultados relativos a producdo das bases volateis totais a partir das
amostras embaladas ou ndo em atmosfera modificada podem ser vistos na Tabela 1.

Pode-se observar que logo no primeiro dia de estocagem as amostras
mantidas em condi¢cdes de aerobiose, alcangou um valor superior comparado com
as outras atmosferas (13,0 mg BVT-N/100 g), continuando a atingir valores girando
proximos a este, até o 15° dia de estocagem, quando foi observado um pico de
producao, alcangando 16,6 mg BVT-N/100 g, a partir desse ponto, a producdo de
bases volateis continuou aumentando, alcangando seu pico maximo no 20° dia de
estocagem (27,5 mg BVT-N/100 g).

As outras atmosferas mantiveram-se, durante o decorrer do periodo de
estocagem, com valores em torno de 11 mg BVT-N/100 g, apresentando pequenas

oscilagdes, mas ndo apresentando picos mais expressivos.
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Tabela 1. Valores médios de mg BVT-N/100 g de amostras de atum (Thunnus
albacares) embalados em aerobiose e em diferentes atmosferas (vacuo,
40/60 CO2/N2, 80/20 CO,/N2 e 100% CO;) e armazenados em
refrigeracao (2 + 2 °C) durante 20 dias.

ATMOSFERA
DIA ,
Ar (100%) VACUO  40/60 CO,/N,  80/20 CO/N,  CO,(100%)

0 10,9 10,9 10,9 10,9 10,9

1 13,0 11,6 10,9 11,6 11,6

3 12,3 13,0 10,9 9,4 10,9

5 13,8 12,3 11,6 13,8 10,1

7 10,9 10,1 11,6 11,6 10,9
10 11,6 13,0 11,6 11,6 10,1

13 13,0 10,9 10,9 9,4 11,6

14 11,6 * * * *

15 16,6 11,6 12,3 11,6 13,0
17 17,2 12,3 13,0 12,3 11,6

20 275 11,6 11,6 11,6 13,0

* - Dados prejudicados

Na Figura 14, observa-se com maior clareza a evolugao das bases volateis
totais. Nota-se em todas as atmosferas haver padrao semelhante de producéao até o
15° dia de estocagem, mantendo-se constante sem maiores alteracbes em sua
deteccgédo, esta ficando compreendida no intervalo entre 10 e 15 mg BVT-N/100 g.
Entretanto, mudancas nos valores observados, ocorreram a partir do 15° dia de
estocagem, onde as amostras armazenadas em aerobiose (controle), escapando da
tendéncia mantida pelas outras atmosferas até o final do tempo de estocagem,
apresentaram um pico de produgdo, ultrapassando os 18 mg BVT-N/100 g,
continuando a crescer com o decorrer do tempo de estocagem, sendo o valor

maximo encontrado de 27,5 mg BVT-N/100 g no 20° dia de estocagem.
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Figura 14 Representacédo grafica dos valores médios de mg de BVT-
N/100 g de amostras de atum (Thunnus albacares)
embalados em aerobiose e em diferentes atmosferas (vacuo,
40/60 CO2/N2, 80/20 CO2/N, e 100% CO;) e armazenados em
refrigeragao (2 + 2°C) durante 20 dias.

4.2 pH

Os resultados do pH obtidos para as amostras de atum embaladas ou ndo em
atmosfera modificada podem ser vistos na Tabela 2.

Observa-se que até o 10° dia de estocagem o pH oscilou entre os valores 5,6 e
5,8. Como excegdes observamos a atmosfera ar no 3° dia de estocagem e vacuo no
5° dia, que atingiram a faixa de 5,9. A partir do 13° dia de armazenamento, os
valores de pH nas amostras embaladas em aerobiose iniciaram uma curva
ascendente rumo a faixa de neutralidade de pH, atingindo seu valor maximo (6,43)
no 15° dia de estocagem. Nesse mesmo periodo, as outras atmosferas, mantiveram

certa constancia, mantendo-se com valores inferiores a 5,81.
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Tabela 2. Valores médios de pH das amostras de atum (Thunnus albacares)
embalados em aerobiose e em diferentes atmosferas (vacuo, 40/60
CO2/N2, 80/20 CO2/N2 e 100% CO;) e armazenados em refrigeragao
(2 £ 2 °C) durante 20 dias.

ATMOSFERA
DIA ,
Ar (100%) VACUO  40/60 CO,/N,  80/20 CO/N,  CO,(100%)
0 5,60 5,60 5,60 5,60 5,60
1 5,70 5,71 5,64 5,58 5,60
3 5,90 5,79 5,73 5,73 5,76
5 5,82 5,92 5,75 5,72 5,80
7 5,84 5,70 5,72 5,67 5,61
10 574 5,71 5,71 5,67 5,74
13 6,07 5,81 5,74 5,70 5,73
14 6,13 * * * *
15 6,43 5,74 5,64 5,74 5,78
17 6,41 5,78 5,63 5,68 5,67
20 643 5,71 5,68 5,69 5,64

* - Dados prejudicados

Na Figura 15, nota-se com maior clareza, que o pH das amostras mantidas
em aerobiose, mostrou um aumento rapido, atingindo valores superiores a 6,0 ja no
13° dia de estocagem. Por volta do 20° dia de estocagem, o pH continuava a
aumentar e tender a neutralidade (6,43). As amostras embaladas em atmosferas
com 40 % de CO,; 80% de COz 100% de CO; e a vacuo, demonstraram
comportamento semelhante, mantendo certa constancia, oscilando pouco em

relagdo ao pH inicial da amostra.
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Figura 15. Representagao grafica dos valores médios do pH das
amostras de atum (Thunnus albacares) mantidos em
aerobiose e em diferentes atmosferas (vacuo, 40/60
CO2/N,, 80/20 CO2/N2 e 100% CO,) e armazenados em
refrigeracao (2 + 2 °C) durante 20 dias.

4.3 HISTAMINA

Com excecao das amostras embaladas sob condigdes de aerobiose, todas as
outras demonstraram indices de histamina nédo detectaveis durante todo o periodo
de estocagem. As analises realizadas nas amostras mantidas em aerobiose, até o
14° dia de estocagem, da mesma forma que as demais amostras, demonstraram
indices de histamina nao detectaveis. No 15° dia, porém, foram detectados
aproximadamente 10 mg/100 g de histamina formada na musculatura do pescado.
Altos indices de histamina continuaram a ser encontrados durante o resto do periodo
de estocagem nas amostras mantidas em aerobiose.

Na Figura 16 observa-se o resultado da cromatografia de camada delgada
realizada nas amostras de T. albacares no 20° dia estocagem, nota-se com clareza
que a formacgao de histamina foi abundante na amostra mantida em aerobiose, e

ausente nas outras atmosferas.
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Figura 16. Placa de cromatografia das amostras de
atum (Thunnus albacares) mantidos em
aerobiose e em diferentes atmosferas
(vacuo; 40/60 CO2/N2; 80/20 CO2/Ny, e;
100% COz) e armazenados em
refrigeracao (2 £ 2 °C) durante 20 dias.

4.4 CONTAGEM DE BACTERIAS HETEROTROFICAS AEROBIAS MESOFILAS

Os resultados das contagens realizadas nas amostras embaladas ou ndo em
atmosfera modificada podem ser vistos na Tabela 3.

Pode-se notar nesta tabela, que as amostras embaladas em aerobiose, a partir
do 7° dia de estocagem, comecaram a apresentar contagens mais elevadas (5,4 Log
de UFC/g), se destacando das demais, esse maior crescimento bacteriolégico em
relacdo as outras atmosferas foi mantido até o ultimo dia de estocagem, onde foram
encontrados contagens superiores nas amostras mantidas em vacuo e atmosfera
com 40/60 CO,/N,, valores acima de 7,0 Log de UFC/g foram encontrados ja no 13°
dia de estocagem, no 20° dia de estocagem, as amostras mantidas em aerobiose
alcancaram seu valor maximo (8,3 Log de UFC/g).

As amostras mantidas em vacuo e em atmosfera com 40/60 CO2/N, obtiveram
contagens proximas durante o decorrer do periodo de estocagem, ambas

ultrapassando o limite proposto de 7 Log de UFC/g no dia 17 (7,3 e 7,6 Log de
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UFC/g) vacuo e 40/60 CO,/N; respectivamente. No ultimo dia de estocagem as duas
atmosferas ultrapassaram os valores encontrados para a estocagem em condi¢des
de aerobiose, apresentando os valores mais altos encontrados no experimento se
comparado a todas as outras atmosferas (8,5 e 8,7 Log de UFC/q).

As atmosferas de 80/20 CO,/N; e 100% CO, n&o alcangaram contagens tao
altas como as das outras trés atmosferas, obtendo contagens inferiores a 6 Log de
UFC/g até o dia 17 de estocagem onde foram encontrados os valores 7,2 e 6,6 Log
de UFC/g para 80/20 CO,/N; e 100% CO, respectivamente, a atmosfera com 100%
de CO; so6 ultrapassou o limite proposto no ultimo dia de estocagem (7,4 Log de
UFC/qg).

Tabela 3. Valores médios dos logaritmos das contagens de bactérias
heterotréficas aerdbias mesdfilas, das amostras de atum
(Thunnus albacares) embalados em aerobiose e em diferentes
atmosferas (vacuo, 40/60 CO2/N,, 80/20 CO,/N, e 100% CO,) e
armazenados em refrigeracao (2 + 2 °C) durante 20 dias.

ATMOSFERA
DIA .
Ar (100%) VACUO  40/60 CO2/N;  80/20 COz/N,  CO;(100%)

0 3,5 3,5 3,5 3,5 3,5

1 3,3 3,4 3,1 3,1 3,7
3 4,1 3,9 3,9 3,2 4,1
o 4,0 3,8 4,1 3,5 4,1

7 5,4 4,4 4,3 3,3 3,4
10 6,3 4,8 43 4,0 4.1
13 7,2 5,7 4,9 47 4,6
15 7,8 6,2 6,0 5,8 5,5
17 8,1 7.3 7,6 7,2 6,6
20 8,3 8,5 8,7 7.8 74

Na Figura 17 nota-se com maior clareza que todas as amostras com excegao
daquela contendo 80% de CO, obtiveram a representagédo grafica de sua curva de
crescimento se comportando de maneira semelhante até o 5° dia de estocagem,
apos isso, o controle (ar) comegou a se destacar com um crescimento acelerado da
populagao bacteriana, que no 13° dia de estocagem ja era de aproximadamente 107

UFC/g. Essa contagem superior se manteve até o 20° dia de estocagem quando foi
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novamente alcangada pelo aumento da contagem na atmosfera contendo 40% de
CO; e na embalagem a vacuo, que mostraram curvas de crescimento similares.

A atmosfera constituida com 80 % de COg, inicialmente, manteve sua
contagem com valores baixos, proximos aqueles observados no principio do
experimento, essa tendéncia foi mantida até o 7° dia de estocagem, apds o que, a
curva de crescimento comegou a descrever uma trajetéria ascendente, mantendo-se
desta forma até o final do tempo de estocagem, e somente alcangando o valor limite
de 107 UFC/g por volta do 17° dia de estocagem.

A atmosfera com 100 % de CO,, apds o 7° dia de estocagem, descreveu uma
trajetéria bem similar a demonstrada pela atmosfera contendo 80% de CO,, porém

atingindo valores um pouco mais discretos, sé alcancando 107 UFC/g no ultimo dia

de estocagem.
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Figura 17. Representacao grafica dos valores médios dos logaritmos das
contagens de mesofilos nas amostras de atum (Thunnus albacares)
embalados em aerobiose e em diferentes atmosferas (vacuo, 40/60
CO2/N2, 80/20 CO2/N2 e 100% CO;) e armazenados em refrigeracao
(2 £ 2 °C) durante 20 dias.

Os resultados do tempo de duplicagdo em dias, fase de laténcia também em
dias e contagem na fase estacionaria de crescimento, obtidos pela equagédo de

Baranyi, das contagens de bactérias heterotroficas aerdbias meséfilas, podem ser

observados na Tabela 4.
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Nota-se que as amostras embaladas em aerobiose apresentaram o maior
tempo de duplicagdo observado no experimento (0,9 dias), seguida das amostras
embaladas a vacuo (0,8 dias), em atmosfera com 100% (0,6 dias), 80% (0,5 dias) e
40% (0,4 dias) de CO..

A menor fase de laténcia foi observada na estocagem em aerobiose (1,67 dias),
seguida pelas amostras embaladas a vacuo (7,55 dias) e em atmosfera modificada
com 80% de CO, (10,28), a maior fase de laténcia foi observada nas atmosferas
com 40% e 100% de CO,, que apresentaram valores muito proximos 11,68 e 11,54
respectivamente.

A atmosfera contendo 40 % de CO, apresentou a maior contagem na fase
estacionaria de crescimento (8,70), seguida pela embalagem a vacuo (8,51) e
aerobiose (8,23), as atmosferas contendo 80 e 100% de CO2 demonstraram os

menores valores 7,78 e 7,40 respectivamente.

Tabela 4. Valores do tempo de duplicacdo (TD) em dias, fase de laténcia (Lag) em
dias e contagem na fase estacionaria de crescimento (YEND) obtidos
pela equacdo de Baranyi, das contagens de bactérias heterotréficas
aerobias mesdfilas, das amostras de atum (Thunnus albacares)
embalados em aerobiose e em diferentes atmosferas (vacuo, 40/60
CO2/N2, 80/20 CO2/N2 € 100% CO3) e armazenados em refrigeragéo (2 £
2 °C) durante 20 dias.

ATMOSFERA

Ar(100%) VACUO  40/60 CO,/N;  80/20 COo/N;  CO,(100%)

D 0,9 0,8 0,4 0,5 0,6
Fase LAG 1,67 7,595 11,68 10,28 11,54
yEND 8,23 8,51 8,70 7,78 7,40




5 DISCUSSAO

Nos itens que se seguem, os resultados obtidos nas diferentes analises

realizadas serao discutidos com base na literatura compulsada.

5.1 pH

O valor de pH inicial das amostras no presente estudo foi de 5,6, o que esta
em conformidade com a faixa minima de pH “post mortem” citada por alguns autores,
que pode variar de 5,4 a 7,2 dependendo da espécie do pescado (GRIKORAKIS et
al., 2003), estando de acordo também com outros trabalhos realizados em atum,
como o de Lopez-Galvez et al. (1995), onde o pH inicial das amostras de T. alalunga
foi de 5,8.

Notou-se, no decorrer do experimento, que os valores de pH das amostras
mantidas em aerobiose demonstraram um aumento rapido, atingindo valores
superiores a 6,0 ja no 13° dia de estocagem. Por volta do 20° dia, observou-se a
continuidade do seu aumento (6,43), tendendo a faixa de neutralidade, fato este que
pode ser explicado, principalmente, devido ao metabolismo dos microrganismos da
decomposicdo, os quais causam reducdao do OTMA em TMA, que por sua vez,
converte-se em outras bases volateis, provocando a alcalinidade do meio.

No presente estudo, a correlacdo da reducdo do OTMA com consequente
producao de bases volateis com o pH, fica perfeitamente visivel, ao se analisar os
resultados encontrados, observando-se a conexdao do aumento dos valores de BVT
com o pH.

A mudanca de pH observada na estocagem em aerobiose seguiu 0 mesmo

padrao evidenciado por Lépez-Galvez et al. (1995), que também trabalharam com
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atum, onde o aumento maximo de pH foi observado nas amostras armazenadas em
aerobiose, que partiu do valor de 5,8 (dia 0) chegando a 7,3 no dia 19 de estocagem.
O mesmo comportamento também foi observado por Pastoriza et al. (1998) onde
suas amostras controle (ar), mostraram pH de 7,74 apds 14 dias de estocagem em
gelo, partindo de um pH inicial de 6,74.

Grikorakis et al. (2003) estudaram a deteriora de dourada estocada em gelo.
Diferencas significativas entre o pH inicial foram aparentes apdés o 11° dia de
estocagem, para as amostras colhidas no verdo, e 15° dia para as colhidas no
inverno, encontrando valores de pH de 6,34 e 6,53 apds 15 dias de estocagem,
valores muito proximos aos encontrados no presente estudo.

As amostras embaladas em atmosferas com 40 % de CO,, 80% de CO; e
100% de CO, demonstraram comportamento semelhante, mantendo certa
constancia, oscilando pouco em relagdo ao pH inicial da amostra. Este fato, no
presente trabalho, estd de acordo com a proposicdo de que 0s microrganismos
Gram-negativos, oxidase positivos foram inibidos pelo CO,, inibindo a produgao de
BVT e conseqlentemente a elevacdo do pH. Comportamento semelhante foi
observado por Dalgaard et al. (1993) durante a estocagem em atmosferas com baixa
concentragdo de CO,, onde houve um incremento dos valores de pH, mas nas
atmosferas com altas concentragcées de CO,, o pH permaneceu constante. Mano et
al. (2000) também relataram em seu estudo que as variagdes de pH foram menores
nas atmosferas enriquecidas com COj, os aumentos dos valores atingiram 0,5
unidades de pH com dificuldade. Ordoniez et al. (2000) observaram no final do
experimento o incremento de 0,7 unidades para atmosfera com 20% de CO, e 0,4
para 40% de CO,. No presente estudo os aumentos de valores de pH nao
ultrapassaram 0,2 unidades de pH. Entretanto em outros trabalhos, mesmo com o
aumento dos valores de BVT, os valores de pH continuaram constantes, fato
ocasionado pela difusdo do CO; no tecido do pescado, gerando formagao de acido
carbdnico, que produz uma barreira contra o0 aumento do pH pela produgao de bases
volateis, resultando em uma estabilizacdo do pH (DEBEVERE E BOSKOU, 1996;
LOPES et al., 2004)

Assim como no presente estudo, Pastoriza et al. (1998) comprovaram o efeito
do CO; sobre a elevagao do pH, em seu estudo, o peixe mantido em EAM, mostrou
valores de pH significativamente menores do que o controle em ar, apos 10 dias de

estocagem.
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Tomando-se como instrumento de julgo o pH, de acordo com a legislagéo
brasileira, somente o atum mantido em aerobiose chegou préximo a ser considerado
improprio para o consumo apods os 20 dias de estocagem, ja que o RIISPOA (1952)
no art. 443 diz que, nos peixes, o pH da carne externa deve ser inferior a 6,8 e 0 da

interna inferior a 6,5.

5.2 BASES VOLATEIS TOTAIS

Observou-se, que as amostras mantidas em aerobiose alcangaram valores
superiores quando comparadas com as outras atmosferas. O pico maximo de
producéo foi observado no 20° dia de estocagem (27,5 mg N/100 g), chegando
préximo do limite de aceitagdo proposto pela legislagao brasileira, que € de 30 mg
por 100 g de amostra, tanto pelo RIISPOA (1952), quanto pela Portaria n° 185 de
1997 (BRASIL, 1997). Este resultado esta em conformidade com o trabalho de
Grikorakis et al. (2003), que estudando a preservagdo da dourada em atmosfera
normal, encontraram, apos 15 dias de estocagem em gelo, valores para BVT de 25
mg N/100 g.

A grande elevagao dos valores de BVT observada na estocagem em aerobiose,
saltando de 17,2 mg N/100 g no 17° dia de estocagem para 27,5 mg N/100 g no 20°
dia, é explicada pelo fato de que o microrganismo predominante na decomposi¢cao
de pescados em aerobiose é a S. putrefasciens (GRAM et al., 1987; SURENDRAN
et al., 1989; JORGENSEN E HUSS, 1989; GRAM E HUSS, 1996; ORDONEZ et al.,
2000), possuidora da capacidade de converter o 6xido de trimetilamina (OTMA),
abundante em grande parte do pescado de origem marinha, em trimetilamina (TMA),
que € um dos principais substratos para producéo de bases volateis, tendo portanto,
uma correlagdo direta com o valor do BVT. Estudando o metabolismo deste
microrganismo, sO foi observada a conversdo do OTMA em TMA a partir de
contagens préximas a 10’ UFC/g (JORGENSEN E HUSS, 1989) estas s6 obtidas
em nosso estudo por volta do 13° dia de estocagem.

A correlacéo entre os valores de BVT e TMA foi comprovada pelo trabalho de
Dalgaard et al. (1993) com filés de bacalhau mantidos em vacuo e EAM. Seus
resultados mostraram que o aumento dos valores de BVT seguiu o aumento dos

valores de TMA, indicando que pouco ou nenhum NH3 foi produzido. O CO, retardou
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0 aumento das concentragdes de TMA. No ponto de rejeigdo do pescado, foram
encontrados valores de 30 mg TMA-N/100 g de amostra (atmosferas contendo 2, 3,
29, 48% de CO,), com excecdo da embalagem com 97% de CO,, onde no ponto de
rejeicao, os valores estavam em torno de 10 mg de TMA-N/100g de amostra, este
fato vem ao encontro dos resultados do presente estudo, onde apds 20 dias de
estocagem, nas atmosferas contendo 80 e 100 % de CO; os valores de BVT ainda
se encontravam por volta dos 11 mg de N/100g de amostra. A correlagao entre os
valores de BVT e TMA também foi comprovada pelo trabalho de Ordonez et al.
(2000), onde o comportamento das bases volateis totais foi muito similar aos da
trimetilamina e os valores de BVT foram muito proximos aos observados para TMA
sozinha.

No presente estudo, as outras atmosferas mantiveram-se, durante o decorrer
do periodo de estocagem, com valores em torno de 11 mg N/100 g, apresentando
pequenas oscilacbes e ndo revelando picos mais expressivos. Esses resultados
podem vir a comprovar a eficacia do CO, como inibidor do crescimento bacteriano,
particularmente efetivo contra as bactérias aerébias Gram-negativas da
decomposicdo como Pseudomonas e S. putrefasciens (PARRY, 1993). Pastoriza et
al. (1998) comprovaram a eficacia da EAM para controlar os valores de BVT, em seu
estudo, os valores de BVT das amostras de filés de merluza mantidas em ar foram 2
vezes superiores aos das amostras mantidas em EAM. O mesmo fato foi observado
por Lépez-Galvez et al. (1995) em filés de atum em temperatura de refrigeragao,
onde foi percebido que as atmosferas enriquecidas com CO,, inibiram a producéo de
bases volateis. Ozogul et al. (2004) evidenciaram diferencga significativa (p<0.05) nos
valores de BVT entre sardinha estocada em ar, vacuo e particularmente em EAM
(60% de CO; e 40% de N») onde os menores valores de BVT foram alcangados.

Lopez-Galvez et al. (1995) encontraram um maior aumento dos valores de BVT
(aproximadamente 13 mg de N/100 g) no atum embalado em atmosfera modificada
com 20% de CO, e 80 % de ar, seguido pela estocagem em aerobiose. A atmosfera
com melhor desempenho e menor producdo, foi a com maior concentracido de CO»
empregada pelo autor (40% de CO; e 60 % de O), apresentando valores de 6 mg
N/100 g apds 20 dias de estocagem, ndo foram testadas atmosferas com maiores
concentragcdes de CO,, que provavelmente obteriam indices ainda melhores quanto

a producéao das bases volateis totais.
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Entretanto, existem trabalhos (DEBEVERE E BOSKOU, 1996) afirmando que a
atmosfera modificada possui um efeito inibitério sobre o crescimento da microbiota,
mais precisamente sobre S. putrefasciens, produtora normal de H,S e TMA, mas
uma inibigao limitada sobre a producédo de BVT e TMA, apontando Photobacterium
phosphoreum como provavel causa dessa elevagao, pela sua maior resisténcia ao
CO, e alta capacidade de reducdo do OTMA. Este fato ndo foi observado no
presente estudo, provavelmente pelo microrganismo em questdo nao ser muito
comum em aguas tropicais (GRAM E HUSS, 1996), levando a um decréscimo na
producdo de TMA. Dalgaard (1995) também comprovou a alta capacidade de
formagdo de TMA do P. phosphoreum isolado a partir de bacalhau embalado a
vacuo e atmosfera modificada, observando que este microrganismo é capaz de
produzir 30 vezes mais TMA do que S. putrefasciens, encontrando valores de 30 mg
de TMA-N/100 g de amostra no ponto de rejeigdo do pescado.

Jagrgensen e Huss (1989) encontraram uma alta correlagdo entre a contagem
de S. putrefasciens e a producdo de TMA e odores indesejaveis. Surendran et al.
(1989) em seus resultados, observaram uma correlagao dos valores de TMA com a
contagem bacteriolégica, 0 mesmo ndo acontecendo com os valores de BVT, o autor
nao da maiores explicacbes sobre o fendmeno, que pode ser devido as bases
volateis geradas pela autélise do pescado, fato que foi observado por Lopes et al.
(2004) estudando o efeito da EAM em sardinha, onde todas as atmosferas
estudadas atingiram valores de BVT de 30 mg N/100 g, mesmo com contagens
baixas de microrganismos, sugerindo-se que mesmo nos tratamentos onde houve
inibicAo do crescimento microbiano, ocorreram alteragbes degradativas,
possivelmente devido a processos autoliticos. Entretanto, alguns trabalhos como o
de Pastoriza et al. (1998), ja afirmam o oposto, mostrando uma grande correlagéo
entre contagem de microrganismos heterotroficos aerdbios mesdfilos viaveis e BVT,
tanto em peixe mantido em atmosfera normal de ar, quanto em EAM, fato nao
observado em nosso estudo em que todas as atmosferas se apresentavam
improprias apds 20 dias de estocagem considerando-se 10’ UFC por grama como
limite de aceitacdo, mas nenhuma atmosfera ultrapassou o limite proposto pela
legislagao brasileira para BVT que é de 30 mg N/100g.

Foi notado que as atmosferas com 40% de CO, e vacuo nédo apresentaram
elevagdes nos valores de BVT, mas suas contagens foram bem expressivas, ambas

ultrapassando a faixa de 8,0 Log de UFC/g no 20° dia de estocagem. Fica claro que
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0 microrganismo presente nessas contagens ndo € S. putrefasciens nem mesmo P.
phosphoreum que seria resistente a concentragées maiores de CO,, e também um
potente redutor do OTMA (DALGAARD et al., 1993; DALGAARD, 1995; DEBEVERE
E BOSKOU, 1996; GULDAGER, 1998; EMBORG et al.,, 2002), porém €& pouco
comum em peixes capturados em aguas tropicais. Provavelmente essa alta
contagem seja de bactérias acido-laticas, resultando no decréscimo da produgao de
TMA e consequentemente dos valores de BVT (BANKS et al.,, 1980 e GRAM E
HUSS, 1996), ja que esses microrganismos nao produzem deteriora, mesmo que
seu numero seja elevado (SAWAYA et al., 1995). O desenvolvimento de bactérias
acido-laticas em EAM é comprovado por Ordofiez et al. (2000), que encontraram um
aumento nas contagens de bactérias acido-laticas nas atmosferas enriquecidas com
COa,. Estas bactérias chegaram a compor 30% da microbiota na atmosfera com 40%
de CO; e também por Sawaya et al. (1995) que inicialmente encontrou alta
porcentagem de Pseudomonas (90%) na composigédo da biota do frango em EAM e
ap6s 28 dias este microrganismo representava somente 6% do total de
microrganismos enquanto que a propor¢ao de bactérias acido-laticas aumentou.

Foi observado no presente estudo, certa correlagao entre a elevagao do pH e o
aumento dos valores de BVT, fato que pode ser explicado pela interagcao entre esses
fatores, pois, com a formagdo de BVT ocorre a alcalinizagdo do meio, e com a
alcalinizacdo do meio, existe o favorecimento da atividade das desaminases
aumentando a producéo de BVT (SOCCOL, 2002).

5.3 HISTAMINA

Com excegdao das amostras mantidas em aerobiose, todas as outras
demonstraram indices de histamina n&do detectaveis durante todo o periodo de
estocagem. No 15° dia de estocagem foram detectados aproximadamente 10
mg/100g de histamina formada na musculatura do pescado mantido em aerobiose,
altas concentragdes continuaram a ser encontradas durante o resto do periodo de
estocagem. Esse intervalo para o inicio da produgcdo de histamina também foi
observado por Lopes et al. (2004) em sardinha, onde o inicio da producédo de
histamina foi observado em todas as amostras entre o 8° e 11° dia de estocagem e

por Lopes-Sabater et al. (1995), em atum, onde nao observaram a 0 °C, a presenca
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de bactérias formadoras de histamina (BFH) antes do 9° a 12° dia de estocagem e
presenca de histamina formada antes do 12° dia.

O presente estudo demonstrou a eficacia do CO, em minimizar o risco da
intoxicagao histaminica, pois, provavelmente ocorreu a inibicdo do desenvolvimento
da microbiota descarboxiladora da histidina, ja que, somente o atum mantido em
aerobiose apresentou producio de histamina detectavel. A eficacia do CO, em inibir
o crescimento de bactérias formadoras de histamina (BFH) foi comprovada por
Ozogul et al. (2004) estudando sardinhas em ar, vacuo e EAM. Seus resultados
demonstraram que o menor numero de BFH foi encontrado em EAM (60% CO, e
40% de N3) e por Lopes-Caballero et al. (2001) que encontraram que a concentragao
final de histamina do pescado usado em seu experimento foi 60 e 70% menor em
atmosferas contendo 60 e 40% de CO; respectivamente do que o controle em ar.

Ozogul et al. (2004) encontraram, apos 15 dias de estocagem, valores de 20
mg/100g de histamina para a sardinha armazenada em aerobiose, 13 mg/100g na
embalada a vacuo e 10 mg/100g na mantida em EAM (60% CO; e 40% de N),
novamente demonstrando a inibicdo que o CO, exerce sobre a microbiota formadora
de histamina.

Ao contrario do presente estudo, que demonstrou uma forte acao inibitoria do
CO, sobre a biota produtora de histamina, alguns trabalhos como o de Oka et al.
(1993) estudando atum, afirmaram que a atmosfera modificada proporciona somente
uma leve inibicdo sobre as bactérias formadoras de histamina.

No presente estudo, mesmo a temperaturas baixas (2 £ 2 °C) a intoxicagao
por escombrideos foi um perigo real, merecedor de atengao, tanto por parte dos
orgaos de fiscalizagdo, quanto pela industria de processamento de pescado, pois no
15° dia de estocagem, o peixe mantido em condi¢gdes de aerobiose, ja apresentava
indices altos de histamina, atingindo os limites impostos pela legislagdo vigente.
Entretanto, o pH e a produgao de BVT permaneciam dentro de limites aceitaveis.

Proposta semelhante foi apresentada por Lopes-Sabater et al. (1995) que
concluiram em seu estudo que quando o atum é armazenado em temperatura de
refrigeracdo (8 °C) a producado de histamina continua, e os caracteres sensoriais do
pescado ndo sdo um bom critério para avaliar o risco potencial para saude, o que
poderia explicar a alta incidéncia deste tipo de intoxicagdo. Concluindo também que
para prevenir a intoxicacdo histaminica, o consumidor deveria consumir o atum o

mais rapido possivel, trés dias apdés a aquisicdo do produto. A producdo de
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histamina a temperaturas mais baixas, também ja foi demonstrada em outros
trabalhos (BEN-GIGIREY et al., 1999; LOPES-SABATER et al. 1995).

As amostras mantidas em condicbes de aerobiose, de acordo com a
legislacao brasileira, poderiam ser condenadas pela Portaria n° 185 de 1997
(BRASIL, 1997), que estabelece o nivel maximo de histamina tolerado em 100 ppm
nos musculos das espécies pertencentes as familias Scombridae, Scombresocidae,

Clupeidae, Coryphaenidae e Pomatidae.

5.4 CONTAGEM DE BACTERIAS HETEROTROFICAS AEROBIAS MESOFILAS

Nota-se observando a Figura 17, que a contagem de bactérias heterotréficas
aerobias mesdfilas (CM) observada nas amostras mantidas em aerobiose, comegou
a demonstrar valores mais altos a partir do dia 7 de estocagem.

A altas CM observadas nas amostras mantidas em aerobiose foram
indicativas do crescimento do microrganismo S. putrefasciens, reconhecidamente
ativo na deteriora de pescados armazenados sob refrigeracdo (GRAM et al., 1987;
SURENDRAN et al., 1989; JORGENSEN E HUSS, 1989; GRAM E HUSS, 1996).
Sustentando esta afirmacéo, esta o fato de que quando a contagem atingiu valores
proximos a 107, valor tido como minimo para inicio da conversdgo do OTMA a TMA
por este microrganismo (JORGENSEN E HUSS, 1989), os valores de BVT
aumentaram rapidamente.

Embora de maneira mais tardia, as demais atmosferas também sofreram
aumentos significativos de suas respectivas CM, todas elas ultrapassando o limite de
10" UFC/g sem entretanto, apresentarem valores elevados de BVT.

Como a inibicao de S. putrefasciens pelo CO, é um fato, Lopes-Caballero et al.
(2001) afirmam em seus resultados que S. putrefasciens foi claramente inibida pela
presenga do CO, e Dalgaard (1995) conclui que S. putrefasciens ndo apresenta
tanta importdncia na deteriora do bacalhau embalado em EAM e vacuo. E
assumindo-se como verdade os trabalhos de Dalgaard et al. (1993); Dalgaard (1995);
Debevere e Boskou (1996); Guldager (1998); Baknaes et al. (2000); Emborg et al.
(2002), onde P. phosphoreum foi apontado como microrganismo predominante na
deteriora de pescado em condicbes de EAM, pela resisténcia desta bactéria a

concentragdes maiores de CO;, e também pela alta capacidade redutora do OTMA
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(30 vezes maior do que S. putrefasciens), seria esperado um aumento proporcional
da CM e dos valores de BVT, ja que é necessaria somente uma contagem de 10’
UFC/g desse microrganismo para produzir valores significativos de TMA (30 mg
N/100g) e consequentemente BVT e, em nosso trabalho, contagens mais altas foram
alcangadas. Entretanto, também é conhecido que a ocorréncia desta bactéria é
pouco frequente em peixes capturados em aguas tropicais (GRAM E HUSS, 1996).
Portanto, em nosso estudo, o aumento da contagem das atmosferas com CO; e
vacuo foi devido, principalmente, ao crescimento de bactérias acido-laticas, fato ja
relatado em outros estudos (BANKS et al., 1980), cujo crescimento mostrou forte
correlagdo com os valores da CM (resultados ndo apresentados). O que explicaria
perfeitamente a manutencao nessas atmosferas dos valores baixos de BVT, apesar
das altas contagens observadas, ja que de acordo com Sawaya et al. (1995), esses
microrganismos nao produzem deteriora, mesmo que seu numero seja elevado.

Ordoriez et al. (2000) comprovaram o aumento de bactérias acido-laticas em
EAM, encontrando um aumento nas contagens dessas bactérias nas atmosferas
enriquecidas com CO,. Essas bactérias chegaram a compor 30% da microbiota
encontrada na atmosfera com 40% de CO..

Esse aumento também foi comprovado por Sawaya et al. (1995) que,
inicialmente, encontraram alta porcentagem de Pseudomonas (90%) na composi¢ao
da biota do frango em EAM e, apdés 28 dias, este microrganismo representava
somente 6% do total de microrganismos enquanto que a proporgdo de bactérias
acido-laticas aumentou.

Apesar de Dalgaard et al. (1993) terem afirmado que a ocorréncia de
bactérias acido-laticas foi sem importancia quantitativa no deteriora dos filés de
bacalhau em vacuo e EAM, os resultados do presente trabalham discordam,
provavelmente, devido a ja comentada diferenga entre a microbiota do pescado de
aguas temperadas e tropicais.

O CO; em alta concentragao mostrou-se util para o aumento da vida util do
atum, retardando na atmosfera com maior concentragao desse gas (100% de COy) o
aparecimento de contagens da ordem de 10" UFC/g, adotada como limite maximo de
aceitacdo nesse estudo, que s6 foi observada no 20° dia de estocagem. Esse
comportamento vai de encontro com outros trabalhos (OZOGUL et al., 2000;
OZOGUL et al., 2004) onde os resultados encontrados para CM em EAM (60% CO,),

demonstraram a fase logaritmica da curva de crescimento aparentemente estendida.
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Resultados muito semelhantes ao do presente estudo, foram encontrados por
Conte-Junior et al. (2003) onde as amostras submetidas as concentragcées de 80 e
100% de CO,, apresentaram um significativo aumento da vida util microbiana do
pescado utilizado no estudo, sendo que as demais atmosferas ndao apresentaram
resultados que justificassem o emprego dessa tecnologia.

A efetividade da EAM sobre a CM, foi comprovada por Pastoriza et al. (1998)
que notaram em seus resultados que a embalagem em atmosfera modificada
preveniu a CM de atingir seu limite de aceitabilidade apds 2 semanas de estocagem,
e também por Ozogul et al. (2004), descrevendo em seus resultados que as
bactérias cresceram mais rapido na sardinha estocada em ar, e as menores
contagens foram registradas em EAM.

Observou-se também que a embalagem a vacuo apresentou um bom
desempenho, semelhante ao encontrado na atmosfera contendo 40% de CO,, e se
levarmos em conta somente o periodo de vida comercial comparavel também a
atmosfera com 80% de CO,, esse fato ndo deixa de realgar o efeito do CO, sobre o
crescimento bacteriano, pela afirmacéao de que o oxigénio residual da embalagem é
rapidamente consumido pela respiracdo da carne, sendo substituido por CO,, que
aumenta no interior da embalagem atingindo concentragdes de 10 a 20% (Parry,
1993).

Nosso estudo mostrou forte correlagdo entre o aumento da fase de laténcia
da curva de crescimento e aumento da concentragdo de CO;, na embalagem. Varios
trabalhos ressaltam a capacidade do CO, de estender a fase de laténcia: Mano et al.
(2000) afirmam em seu estudo que a fase de laténcia foi maior nas atmosferas com
maior concentragdo de CO, e Lopes et al. (2004) afirmam que os microrganismos
mesofilos, nas atmosferas enriquecidas com CO,, apresentaram fases de laténcia
(~5,5 d) superiores aos obtidos nas atmosferas contendo N, e ar (aproximadamente
4,0 d). Portanto, estes estudos estdo de acordo com os resultados apresentados no
presente trabalho.

Em nosso estudo, o tempo de duplicacdo foi relativamente maior nas
amostras mantidas em aerobiose (21,6 horas) e vacuo (19,2 horas) do que nas
atmosferas contendo CO; (10,6 horas na atmosfera com 40 % de CO,). Esse fato
aparentemente controverso pode ser explicado pelo fato do CO, nao retardar o
crescimento de todos os microrganismos e, pelo contrario, potencializar o

crescimento de outros. Um exemplo disso seriam as bactérias acido-laticas que tem
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seu crescimento incentivado pela presenga do CO; e niveis baixos de O, (Parry,
1993). Fato realmente comprovado pelas altas contagens de bactérias acido-laticas
encontradas em nosso estudo (resultados nédo apresentados). Entretanto, Mano et al.
(2000) concluiram em seu trabalho que as bactérias acido-laticas nao foram
afetadas significativamente pelas atmosferas modificadas estudadas, pois o tempo
de duplicagao foi similar em quase todos os casos, enquanto que a fase de laténcia
usualmente foi maior nas atmosferas enriquecidas com CO,, resultados estes que

vao de encontro aos resultados do presente estudo.



6 CONCLUSAO E SUGESTOES

De acordo com os resultados obtidos neste trabalho, pode-se concluir que:

- No presente estudo a mistura com 100% de CO,, se destacou das demais,

apresentando um bom desempenho na preservagao do lombo de atum.

- A embalagem a vacuo, embora com desempenho inferior a embalagem em
atmosfera modificada com 100% de CO,, mostrou ser uma alternativa viavel em

prolongar a vida comercial do atum fresco a um custo menor.

- As amostras mantidas em atmosfera modificada, apresentaram o prazo de vida
comercial estendido, quando comparado com o controle em aerobiose, e ainda,
concentragdes maiores de CO,, proporcionaram maior dilatacdo do prazo de vida

comercial.

- A embalagem em atmosfera modificada foi eficaz para manutengao dos parametros

fisico-quimicos dentro dos limites de aceitabilidade propostos pela legislagao vigente.

- A embalagem em atmosfera modificada foi capaz de inibir a biota normal de
decomposicao do pescado, e mesmo em contagens mais altas, em vacuo e 40% de
CO,, o alimento nao sofreu maiores alteracbes de suas caracteristicas fisico-

quimicas.

- A intoxicagado por escombrideos € um perigo real, merecedor de atencédo especial
tanto por parte dos 6rgaos de fiscalizagdo, quanto pela industria de processamento

de pescado.
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Sugere-se, de acordo com as conclusées acima e com apoio na literatura

compulsada, que:

-Ja que nao € possivel avaliar se o atum sofreu abusos de temperatura e os
caracteres sensoriais nao sao confiaveis, este deve ser consumido rapidamente,
visto que ficou provado que a estocagem prolongada em temperatura de
refrigeragao pode resultar em um rapido aumento da concentragdao de histamina e

um risco potencial a saude do consumidor.
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