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' . RESUMO

Estudou-se a influencia do tempo de conserVagéo em gelo,
congelacdo e posterior armazenagem em alguns parametros de quali-
dade da pescada foguete (Macrodon ancylodon). Apds a avaliagao sen

sorial do grau de deterioragdo da matéria prima através do siste-
ma recomendado pela Torry Research Station, procedeu-se o filetea
mento ¢ embalagem dos filés em folhas de papel aluminio e fez-
-se o controle da concentragio de hipoxantina e do ndmero total
.de bactérias por grama de misculo. A congelagdo dos files foi fei
ta através de doismétoddsf em placas a -40° C e em ambiente com
ar em repouso a -22° C. Em seguida a congelagéd e depois de uma,
.quatfo e oito semanas de armazenamento a -229 C, foram repetidas
as determinagoes.

Os resultados obtldos na avallagao sensorial permitiram ve
rificar que o peixe ao ser desembarcado ja sofreu consideravel per
. da em sua qualidade, mantendo—sé aceitdvel para consumo Zn ndtura
até o qulnto dia de conservacdo em gelo quando a soma de seus atri
butos sensoriais atingia cerca de 15 pontos. Em se tratando de
peixes para obtengdc de filés para cengelagas, achou-se recomendi.
vel utilizai apenas os yue conseguiam obter 20 ou mais pontos na
avaliagdo s S |

Os resultados da determinag¢do da hipoxantina - no peixé man-
tido em gelo por sete dias mostraram um aumento gradativo na sua
~concentré§50 com valores entre 0,09 e 0,27 mg/g de musculo, d que
indica a possibilidade de uso do teste como uma medida do tempo
de armazenagem em gelo para esta espécie. Quando se comparou es-
tas concentragaes com a soma dos pontos_obtidos na avaliagao sen-
sorial, encontrou-se uma relagao coerente, ou seJa, na faixa de
aceitabilidade (25 a 15 ‘pontos) tivemos valores entre 0,09 e 0, 18
mg/g e na faixa onde comega a haver rejeigao (menos de 15 pontos)
estes valores situaram-se dg 0,19 mg/g para cima.‘

A mesma determinagao realizada nos filés apos os dois méto-
"dos de congelacdo e durante o armazenamento a -22° C, mostrou que

niao houve variacdes significativas na concentragido de hipoxantina.



Estes resultados indicam que € possivel aplicar o teste, nesta es-
-, e . . . -~ .
pécie, como um indice de sua qualidade antes da congelagao nas con

digbes ja descritas.

As contagens totais, realizadas nos filés obtidos sob boas
pfiticas de elaboragao, mostraram um aumento a medida que a mate-
.ria prima diminuia de quaIidade;'quando o peixe utilizado para a
filetagem obtinha entre 20 e 21 pontos na avaliagao sensorial o
.numero de bactérias no produto f1na1 situava-se em torno de 10 /g.

As porcentagens de bacterlas sobreviventes aos dois métodos
.de congelagdo foram similares; 42% no método de placas e 38% no
‘que utiliza ar em repouso. Durante a armazenagem dos filés con
gelados ém placas esta porcentagem decresceu a 19,7% na primeira
sémand, 11,5% na quarta e 9% na oitava; nos congelados em ar em
repouso ficou em 23% na primeira semana, 15% na quarta e 11% na
oitava. Estes resultados permitiram tecer consideragdes relati-
~vas ao emprego das contagens totais para avaliar a qualidade dos
filés - congelados. ' | |
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SUMMARY

The effect of storage in ice, freezing and further _storage
‘on quallty caracteristics of freshness of pescada foguete. (Macro-
don ancylodon) was carrled out. The quallty of raw fish was esta

‘blished basing upon sensory evaluation index proposed by Torry Reser-
ch Station. For freezing experiment, the fish was previously fi-
leted. and wrapped in an aluminium foil and frozen by two methods:
quick-freezing with direct surface contact at -40¢ C,and slow .fre
;ezing with still air at -22° C. The quality of product was con-
-troled by two methods: total plate count and content of hypoxan-
thine. ' '

The results-of sensory evaluation indicated that the fish
was aceeptable until the fifth day of storage 1in ice when the sum
- of points became about 15 points. For processing purposes it
was recommended that they should not be used if the sum of points
‘was below 20. o c '

'The content of hypoxanthlne in muscle increased gradually

_from 0.09 to 0,27 mg/g durlng the storage in ice, indicating that
it can bhe used for evaluation of its freshness. Product with 25

C

to 15 points in scnsory cvaluation gave 0,09 to 5,18 mg/g of hypo
kanthipc'content. |

After,freezing,_there was no detectable change in hypoxan -
}hine content,whithever method was used. Also there was no chan-
ge in its content during the 'storage at - 22° C. These results in
dicated that the methad is quite adequate for evaluating freshness
of fish used for preparatlon of frozen filets.

The microbial counts of raw fish increased as freshness qua
.'llty of fish reduced -Usually, in sample which received 20 to 21
-points on sensorial evaluatlon, the microbial couhts.of final
.product was about 10 /g. The survival of microbes during freezing

~operation was 42% and 38% respectively for quick and slow freezing. -

Gradual decrease in microbial load was observed during storage at -
-22° C reaching 9 to 11% of inicial count after eight weeks  of
storage. These results indicated that the microbial count could
also be used for.evaluating quqlétyiofifileted fish; ' -



INTRODUCAO

As inovagdes técnicas na produgao, processamento, preserva-
¢do, transporte e comercializagao dos alimentos, bem cémo o cons-
tante aumento da populagao mundial, tiveram como resultado um ni-
velvsem‘precedentes no numero, classes e-quantidade de produtos
alimenticios comercializados.tanto a nivel nacional como interna-
cional. Enquanto desenvolveram-se medidas governamentais basea-
das em taxagdes a importagées'e incentivos a exportagdoes no senti
do de proteger produtos e indistrias de alimentos, as normas e pa
drdes de identidade e qualidade dos alimentos, destinadas a prote-
¢do da salde dos consumidores e a prevengao de'fraudes,‘cresceram
~de50rdenadamente e com freqllencia parecendo carecer de base racio
nal. .
As distintas circunstancias. as tradigdes e os gostos, tra-
duziram-se em uma grande diversidade de normas em todo o mundo.
.Com o incremento do comércio de alimentos se verificou que essa
diversidade passou a se constituir em um verdadeiro entrave a rea
liza§50~dos negdocios.. As tentativas iniciais de harmonizagao das

em 1962 ao estabele
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Organizacgdo para Alimentos e Agricultura (FAO) e a Organiiagéoh@g
dial da Salide (OMS), ambos orgdos das Nagdes Unidas, cuja princi-
pal tarefa € a elaboragao do '"Codex Alimentarius', uma compilacgao
de normas e padroes para alimentos internacionalmente aceitas. Os
objetivos do Codex sao os de proteger é séﬁde humana e asségﬁrar
o cumprimenfo de praticas adequadas no comércio de alimentos.

Por outro lado, embora o grande'esfoigo para harmonizacgao
das normas no plano. internacional, muito ainda permanece por Ser
feito na maioria dos bafées.' No Brasil, foi criada em 1967 a Co-
missdo Nacional de Normas e Padrdes de Alimentos (CNNPA), orgao
do Ministério da Saude, a quem compete fixar os padrdes de identi
dade e qualidade de nossos alimentos e estabelecer normas tenden-

tes a unificagdo das técnicas de analise.



Em que pese os dez anos ja decorridos desde a’ criag?io da CNNPA e
a sua'imbortﬁncia para a defesa dos interesses dos consumidores e
para a conquista de mercados externbs, pode-se afirmar que € pe-
queno ainda o numero de alimentos padronizados devido, principal-
mente, a caréncia de informagées acerca de sua composi¢do e seus
fatores essenciais de qualldade e, também, sobre o nivel de . sua
'contamlnagao tanto in natura cCOmo apos 1ndustr1a112agao. Acredlta-
mos que esta situagao se inverta na medida que nossas institui-
¢oes de pesquisas sobre alimentos orientem uma parte de suas ati-
vidades no sentido de fazer estas.déterminagées.

0 estudo de padroes de identidade e qualldade para alimen-
tos interessa, portanto, aos consumidores e suas associagoes, aos
.serv1gos de saude publlca e a indUstria e comércio do setor. Este
interesse Justlflca a realizacdo de trabalhos sobre o assunto.

O presente estudo visd analisar alguns metodos aplicados, ou
potencialmente aplicaveis, na avaliagao da qualidade de filés de

pescada- foguete (Macrodon éncylodon). Os métodos,foram compara-

‘dos aos resultados da avaliacdo sensorial sempre que possivel. Uma
atencdo especial foi dada quanto averificagao de alteracao na vali-
dez dos métodos pela aplicacio de processos tecnoldgicos, como a

- congelacao e o armazenamento do produto posterior a congelacio.



REVISAO BIBLIOGRAFICA

A) Desenvolvimento de padroes microbiologicos para alimentos *

Os padroes microbiolSéicos foram propostos porque notou-se
‘a relagao entreé-certos alihehtos e o aparecimento de doengas e,
também, porque as novas técnicas de processamento e preparo resul
‘tam em mudangas na flora microbiana normal de um allmento tornan-
do-o um risco em potencial a saude (2).

A 16gica da colocagdo de padrdes microbioldgicos nos alimen
tos reside no fato de que quanto menor for o numero total de bac-
térias presentes, menor sera a probabilidade que qualquer destas
bactérias seja prejudicial a satde (42). |

De uma maneira gefal, a padronizagao dos alimentos do. ponto
de vista microbioldgico tem os seguintes propdsitos (17, 55, 60, 21):
-(a) assegurar que o alimento seja absolutamento livre de toxinas
e germes patogénicoé de significancia em salide publica; (b) asse-
~gurar que o alimento tenha sido preparado a partir de matéria primade
boa qualidade e que tenha sofrido manipulagao adequada; (c) forné
cer uma expectatiﬁa quanto a perecibilidade do alimento durante a

o tnAncrnaonAm
vo \—U\.-u.gvunu

Para Thatcher (66) o quadro bacteriolédgico adequadamente re-
“tratado mostra o efeito significante das mas condigoes sanitarias, -
devendo ser o indicador preferldo da situagao h1g1en1ca da indus-
tria de. alimentos. Existem padroes bacterlologlcos .quantitativos
como’ o nimero total de bactérias aerdbias ou o numero de bactérias
1nd1cadoras permitidas em determinado alimento , admitindo-se nes
tes casos que juntamente com as ndo patogénicas  possam existir,

a1nda que em pequeno numero, tipos patogenlcos como Staphylococcus

_.coagulase p051t1V0, Clostridium perfringens, Bacillus cereus. Ex1s

tem, também, padrdes qualitativos baseados na ausencia de, ou. na
‘incapacidade de técnicas padroes determinarem quatitativamente, Sal
monella, enterotoxina estafilocdcica ou toxina botulinica (42).

* Referimo-nos a toda substancia destinada ao fornecimento de elementos para

a fbrma¢ao, manutengao e desenvolvimento do organismo hwmano, seja in natura
ou apos ter sido submetida a processo teenologico adequado. -



Os padrdes bacterioldgicos tem a vantagem de colocar as
qﬁestBes de seguranga quanto a presenga de patdgenos e qualidade
higiénica em uma base numerica (21), quanto maior for sua objeti-
difi-
cil estabelecer o nivel bacteriano que expresse a real situagao

-

vidade mais uteis eles serdo (60). Segundo Ingram (31), e

~de um alimento. ja que andlises repetidas geralmente nao  coinci.
dem, principalmente se houver decorrido algum tempo entre elas. A
caréncia de uniformidade e confianga nos resultados das analises
sao as razoes pelas quais Yeterian e colaboradores (70) acham mui
to dificil de se estabelecer um nivel m1crob1010g1co fixo que de
'termine 'se um alimento & aceitavel ou nio, embora reconhegam que
as espec1f1cagoes bacterlologlcas provaram ser validas para ava-
llagao de boas praticas de elaboragdo dos produtos alimenticios.

De acordo com Shiffman e Kronick (60), sendo. o. pr1nc1pal
propdsito dos padrdes microbiolégicos fornecer informagoes relati
vas as condicOes sanitdrias, praticas e processos na planta,o seu
‘estabelecimento deveria §er‘precedido pelo desenvolvimento de co-.
digos de praticas sanitdrias. O padrdo seria baseado nas- conta-
~gens de microrganismos obtidos quando as praticas sanitarias reco.
mendadas no codigo fossem seguidas. Segundo os mesmos autores,
as agéncias oficiais de controle de alimentos que combinam servi-
cos de inspegao na planta com analises de laboratorio  poderiam
.contribuir muito para se chegar a padroes objetivos. -

Para Corlett'(IS) toda a industria de alimentos dever ter
um programa de controle bacterlologlco que estabelega Iimites em
tres partes basicas da elaboragao de um produto na matéria pri4'
ma e demais ingredientes, nas diversas etapas do processamento e
no- produto ‘final. O uso de limites bacterioldogicos apenas para o
produto final introduz o risco de sﬁa rejeigao por causas indeter
minadas. ' . ' S T .

O0s padrdes microbioldgicos sdo uteis quando nao sao conhéci
das as condicoes de elaboragdo de um produto alimenticio, sendo o
_resultado das analises os unicos dados disponiveis para  decidir
sobre sua conveniéncia ou nio, como ocorre nas importagoes de ali
mentos (21, 60). |
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Padroes microbiolGgicos para alimentos congelados sdo difi-
ceis de interpretar uma vez que as contagens decrescem enquanto o
alimento esta congelado com uma velocidade que varia com os dife
.rentes organismos e produtos (16). De acordo com Yeteriam e cdla
boradores (70) desde que a populagao bacteriana se altera ‘durante
a estocagem podendo aumentar ou decrescer segundo -0 tratamento
preservativo recebido pelo alimento, torna-se 1mportante a época
de colheita de amostras para realizagdo das analises em cujos re-.
spltados serao baseados os padroes. Padroes obtidos sem levarem
‘em conta este fato correm o risco de estabelecerem um alto nivel
"bacteriano, sendo entdo muito permissivos, ou o .contrario, torna--
rem-se muito restritivos devido aos baixos niveis bacterianos en-
contrados. De qualquer forma, segundo os mesmos. autores, ds_’da-
dos acumulados de analises de amostras obtidas de alimentos que
sofreram estocagem e comercializacdo ndo refletem as condigoes de
elaboracdo dos mesmos.

_ Para Read -e Baer (52) os padrdes devem ser aplicados a ni-
vel de varejo uma vez que € a qualidade dos alimentos nesse nivel’
de.COmercializagéo que interessa aos consumidorés, e € justamente'
.onde sio cometidos abusos na distribuigdao e exposigdao para ven-
da. O estabelecimento de padrdes bacteriovldglcos para  produtos
cérneos a nivel de varejo no Estado de Uregon (USA) resultou " em
uma melhoria das condigoes sanltarlas da carne cmmntlahzada cons-
tituindo-se em otimo 1nstrumento para que se observassem boas pra
'tlcas de manlpulagao.e um controle de temperatura aproprlado (10).

Os maiores problemas’ para a colocagao em vigor de padroes
bacterlologlcos residem nos métodos de amostragem e analises (50).
As‘lncon51stenc1as estatisticas na amostragem dos alimentos e a
desuniformidade nos procedimentos analiticos fazem com que oS re-
'sultados nao sejam reproduziveis (60). Regulamentos sobre alimen
. tos que incluem padrdes bacterioldgicos devem designar com grande’
exatidio o método de amostragem e analise, incluindo: preparo da
jamostra,‘diluente e meio de cultura_usados,'tempo e temperatura de
incubagio (21). ' '

Ingram (31) pensa que os padrdes devam ser introduzidos de

maneira experimental para que no decorrer da experiencia se ‘possa
adapta-los a realidade das indistrias de alimentos. Isto resulta-
. B . s ‘ . . N - .

‘
. . . . . -
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-ria em uma mais ampla aceitagdo dos niveis bacteridlSQicoé final-

mente adotados ja que seria aquele alcancado pela maioria (455&)

Outros autores (67, 60) sao favoraveis ao estabelec1mento
-dos padrdes bacterioldgicos mesmo de uma forma arbitraria uma vez
que eles estimulam aperfeigoamentos tanto na higiene durante a
‘elaboracgao como.no}contrdle de qualidade exercido pela indGstria,

o que conduz a uma melhoria geral na qualidade dos alimentos.

B) A contagem total de bactérias aerdbias como indice de qualida-

de em alimentos.

‘A contagem total de bactérias éer6bias, também referida como
contagem total em placas e contagem padrao em placas,'é simples—
mente uma avaliagao do nimero total de bacterlas aerobias vque
compoem a flora de um alimento. Ela é freqllentemente associada
a segurancga do alimento quanto a presenga de patdgenos; as cond1
¢Ses higiénicas na manipulagao e processamento do allmento as
-condigoes de tempo/temperatura a que foi submetido o alimento du
rante a produgdo ou conservagao; ao seu grau dé-decomposigéo e
~ao ‘seu tempo de vida comercial (1,68).

sus-

n

observou que geralmente o

Hebhs (apud 21) alimentos
peitos de causar toxi-infecgues apresentam contagéns totais maio.
res que um milhao de ba ctérias por grama e usualmente maiores

que dez milhdes por grama; em allmentos normais as contagens fi-
‘cam ao redor de ‘cem mil por grama. Thatcher e Clark (68) consi-
deram como ndo aptos para o consumo os alimentos que possuem um
érande numero de microrganismos (a excecao de produtos fermenta
dos ou maturados), mesmo Sapendo que nao sejam,pétogénipos - ou
que nao tenha havido ainda uma alteracao acentuada dos caracte-
res organolépticos, ja que ha suspeitas de que bactérias comuns,

geralmente nao- con51deradds patogenas, como 0OsS estreptococos fe-
cais, Proteus e pseudomonas possam determinar intoxicagoes ali-
‘mentares quando se encontram presentes em grande nimero nos ali-
mentos . ' ' S

Por outro lado, a existencia de baixas contagens nao asse
gura que o alimento esteja livre de patdgenos (61,48). Hobbs e

Pd
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‘a contagem total, coliformes, E.coli e Staphylococcus aureus. Con

-
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- Greenwood Wilson (apud 61) encontraram Salmonella em carnes onde

havia baixas contagens totais e auséncia de outros organismos de
origem fecal. Thatcher (67) cita a ocorrencia de surto$ de salmo

nelose em criangas causados por gema de ovo com baixos . niveis

bacterianos. O mesmo autor descreve um caso de intoxicacao esta
- -, - . - -~ . ’ . . >
filocécica a partir de leite em po que nao continha estafilococos via

veis.

Miskimin e colaboradores (48), procurando estabelecer corre-

1ag6e$ entre testes indicadores (contagem total, coliformes e Es-

cherichia-coli) e a presenga de patogenos em alimentos potenc1-

"almente perigosos, concluiram que nenhum dos tres testes serve’

para afirmar a seguranga seja de alimentos crus ou de. prontos
para comer. Encontraram, porém, que os trés testes correlacio -
nam-se entre si, sendo entdao qualquer deles adequado para avaliar

as condlgoes de higiene durante o processamento de alimentos.

Read e Baer (52) fazem uma diferenca clara entre a seguran-

ca microbiologica de-um alimento, referindo-se aApresenga de pato

genos ou suas toxinas, e a qualidade ‘microbiologica deste alimen-
to, referindo-se a sua situacao frente a testes indicadores como

cluem afirmando que, sendo a carga bacteriana de um alimento con-

trolavel através de boas praticas de elaboragcdo, a contagem total

serve como critério de qualidade na maioria dos alimentos proces-

sados. .

.

A contagem total em placas pode ser usada como indicadora da
decmmxmlgao 1nc1p1ente em alimentos perec1ve15 (61,15). Geralmen-
te, a contagem precisa atingir a casa dos milhoes por grama para
que se sinta a deterioracdo’ por meios sensoriais (15). A Tabela
1 mpstra'os niveis bacterianos verificados no ponto em que houve

. producdo de ‘odores e limo em alguns alimentos proteicos (42).
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TABELA 1

NIVhIS BACTERIANOS PARA FORMACAO DE ODORES E LIMO
EM ALIMENTOS PROTEICOS

Logaritmo do n® bactérias/g ou cm?
alimento odor limo
frangos" 5.2-8 7.5-
carnes - 6.3-8 6.5-8
salsichas 8-8.5 -5
ostras 4-5.,7 -
carne de siri 8 -
peixes ' . 6-6.6 -

Contudo, na flora bacteriana de um alimento existem grupos

.~ de bactérias mais aptos a causarem deterioragiao que outros. e se

estes grupcs obtiverem alguma vantagem seletiva para ¢ seu desens
volv1mento em Vlrtude do tipo de processamento, estocagem ou emba
‘lagem entao a deterloraqao podera ocorrer a niveis de contagens
totals relativanente balxos (61). | '

Para Castell (12), a contagem bacterlana total quando apli-
cada a filés frescos de peixes nao reflete sua qualidade ja que
pode significar apenas wmicmnamnwgaorecane,enquantoziqualldade é
o.fesultado da agao bacteriana desde que o peixe foi capturado.

Além disso. para o mesmo autor, a deterioragdo € mais relacionada
..a atividade de- certas bactérias do que ao numero total presente.’

‘Para Elliot e Michener (21) a relagao com a deterloragao po

de ndo ser vdlida se a alta Lontagem bacteriana foi devida a wuma

forte contaminagdo recente; porém, se a forte carga bacteriana ve
rificada foi devido a crescimento, a deterioragao pode ser perfei

-’



tamente relacionada a esta carga. A vida de prateleira de alimen
tos estocados a temperatura que permita o crescimento bacteriano
descrece marcadamente se a contagem inicial € alta (1)

Segundo Corllet (15), para que haja uma commta interpretagao
da contagem total em placas,é preciso que sejam conhecidas as con
digdes sob as quais o alimento foi elaborado, desde a matéria pri
ma utilizada, tipo de processamento, situagao higiénica na plan-
ta, até as condi§6és de estoéagem. Sémente quando se tem estes
conhecimentos € que a contagem total serve como indice de qualida
de de ‘alimentos. A

C) A hipoxantina como indice de qualidade em pescado fresco e con-
Agelado. '

A degradagao dos nucleotldeos do misculo do pescado comega
ja no momento de sua morte ou logo apos, dependendo das: condigoes
da captura, e prossegue durante a estocagem (22). Estudos efetua
dos en varias espécies (39,36,64,19), mostram que o nucleotideo
'predominante, o trifosfato de adenosina (ATP), sofre um processo
autolitico de desfosforilagdes e desaminacao para_fdfmar o mono-

fosfato de inosina (IMP), o qual & degradado a inosina e finalmen
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terianas como indicado na figura 1, que mostra a seqlencia de de-
gradagao do ATP no musculo juntamente com as enzimas que atuam em
cada etapa (39,34): ’ '
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"Figura 1: SeqUéncia da degradagdo do ATP no misculo de peixe com

.enzimas que atuam em cada etapa.

Varios fatores influem nesta série de reagdes tais como a
espécie do peixe, sua atividade durante a captura, a temperaturaa
que € submetido durante a armazenagem, suas condigoes fisiologi-
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“cas (30,19). Devido as reagdes de degradacgio a partir do iMP se-

rem lentas, hda uma tendéncia tanto ao seu acumulo como dos compos

tos derivados (65).

Estes fatos levaram a tentativas para o estabelecimento de
novos testes de frescor baseados na relag¢ao existente entre o de=

saparecimento dos nucleotideos ou o aumento da .concentragao de

seus catabdlitos e o tempo de armazenagem em gelo. A vantagem des
tes testes em relagdo aos correntemente usados esta em que eles-

fornecem elementos sobre o periodo inicial da armazenagem, quando

.ainda ndo se detectam sinais da decomposigao bacteriana, enquanto

que os outros, baseados justamente na determinagao de compostos

resultantes da atividade bacteriana, tem valor apenas.quando quan
tidades . 51gn1f1cantes destes compostos tenham sido produ21dos Mas
ai , o peixe ja se encontra em um estagio incipiente de deteriora
gao (39)

Assim, Shewan e Jones (58) sugeriram que a determinagao da
_ribose liberada poderiaservir como indice de qualidade do pescado

conservado em gelo. Um outro método para avaliar o frescor basea

do .na determlnagao conjunta de hipoxantina e inosina foi descrito
‘por Saito e colaboradores (53). No entanZo, o0s resultados de tra
balhos realizados em varios locais (39.30.34) indicam aue a deter
minagdao apenas de hipoxantina seria o melhor teste de frescor pa-
.ra muitas espécies, pois enquanto a desfosforilagdo € completa
pinda no peripdq de aceitabilidade a hipoxantina acumula ao longo
da ‘deterioracdo, servindo assim como indicadora do grau de autoli
se e, témbém, da .acao bacteriana, pfincipalmente nas espécies em
que a nucleosidase €& pouco ativa (39). '

Em 1964, Jones e colaboradores (37) descreveram um método
.énzimético para determinacao da hipoxantina em musculo de pescado.
0 método & 6a$¢ado na técnica usada por Kalckar (38) -na. analise
" de outros materiais bioldgicos e consiste na aplicagao do princi-
.pio de espectrofotometria diferencial, com conversao enzimatica da
"hipoxantina 3@ acide Urico. Os resultados obtidos com o procedimen~

to de Jones e colaboradores correlacionam com a avaliagao senso--

rial e concordam plcnamente com aqueles obtidos por: cromotografla

de troca idnica, proced1mento classico para determ1na§ao da h1po-;
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xantina (37).

" A-partir dai difundiu-se o uso da determinagdo enzimatica
da hipoxantina para relaciona-la ao tempo de estocageﬁ em gelo e
-a possibilidade de sua aplicagao como indice de frescor para um
grande nimero de espécies marinhas e de dgua doce ficou comprova-
da (41,18,27,63,64,24). Porém, quando a velocidade de degradacao
dos nucleotideos & muito répida ou muito-lenta torna-se inadequa-
do seu uso ou de seus catabdlitos como indice de qualidade, tal €
o caso das espécies canadenses Sebastes marinus e Xiphias gladius
(30) ..

Morga (49) estudando a aplicacao de alguns testes de fres-

cor para avaliagdao da qualidade da pescada foguete (Macrodon ancy
. lodon) conservada em gelo; concluiu.que a determinagao da concen-
tragao de hipoxantina € o que melhor correlaciona com a analise
sensorial devido ao seu aumento constante durante todo o periodo
de estocagem. Os dados obtidos ao longo da deterioragﬁo poséibi—
taram o estabelecimento de .trés faixas de aceitabilidade, sendo
-que a variagao dos valores de hipoxantina e da soma dos pontds ob
tidos nos varios aspectos da avaliagao sensorial em cada faixa

foi a seguinte: na aceitdvel de 0,11 a 0,20 mg/g de musculo e de

24,7 a 15 pontos; na critica de 0,20 a 0,25 mg/g de mGsculo ¢ de
15'a 11 pontos; na inaceitavel de 0,25 a 0,35 mg/g de musculo e de
11 a 1 ponto. ' ’ '

| Os nucleotideos e seus catabolitos, principalmente o IMP,
por si s0 ou combinados a alguns aminoacidos como o acido glu-
‘tamico, glicina, Vaiina, alanina, metionina, realgam o.sabor € o

aroma do pescado (35,28). Assim, a degradagdo do IMP a hipoxan

tina & responsavel por importantes mudangas organolépticas com
o aparecimento de um sabor amargo no musculo (34). Hashimoto (28),

baseado em trabalhos realizados por pesquisadores japoneses, ques .

tiona a associagao da hipoxantina ao sabor e aroma do pescado. Spi
nelli (62) encontrou que concentracoes de hipoxantina da ordem de
8,8 M/g de musculo nao produzem -mudangas detectaveis no sabor e
aroma do linguado (Eopsetta jordani), enquanto que concentragoes

‘muito menores no bacalhau ja produzem estas alteragocs (34).



Dyer e colaboradores (19), estudando a influCncia da degra
‘dag50~dds nucleotidcos no sabor ¢ aroma do peixe espada ( Xiphias
gladius) conservado em gelo e congciado, nao detectarah_ qualquer
'mudanga que pudesse ser relacionada ao seu desaharecimgnto ou for
magao de compostos intermediarios, atribuindo este fato a relati
va lentldao com que ocorre a de?radagao nesta espec1e. Rcsqaltam
porém, que sendo mais altos os niveis de hipoxantina no musculo
vermelho quc no branco, o sabor amargo‘pode .aparecer em espécies

que possuem este mUsculo em maior proporgao.

Foram também realizados alguns,trabalhoé'sobrc o comporté -
.mcnto.dos nucleotideos e seus derivados no musculo do pescado -
quando congelado. Jones (35) encontrou que a enzima 5' - nucleoti
dase € inativa no bacalhau cong elado a - 399 C, as nucleosidades
a -20° C, mas que todas as Seis-énzimas que efetuam a degradagao
do ATP atslhipoxantina.sﬁo ativas a -14°C. Na terperatura de-14°C
hé_a cohvprsao um‘tanto rapida do IMP a inosina c.a concentragao
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go. Lstes fatos poderiam ser associados @ perda do sabor ¢ aroma

do pescado congelédo (34).

IEm um trabalho mais recente, Connél_(14)'n50 encontrou  va
riacdo no conteldo de hipoxantina de filés de bacalhau (Gadus Cal
larias) congelados cm varios estdgios de frescor ¢ armazenados a
~14°C por periodos que variam de dias' a um ano. A razio para a
discrepancia éntre esfes resﬁltados ¢ os obtidos por‘jones (355
foi atribuida ao fato de este ter utilizado peixcs cm pré-.rigér
mortis,fportanto em estado Bibquiﬁico diferente. EstCs.resuita -
-dos mostraram, ainda a possibilidade de usar o teste-de hipoxanti

na para obter informagGes sobrc a qualidade do pcixc antes do con

gelamento. - o B : : .
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Spinelli e colaboradores (64) nio verificaram variagoecs na

concentragdo de hipoxantina cm filés da espécie Sebastodes alu
tus armazenados por -quatro mescs a -29°C e também concluem que o

‘teste servc como indice da ‘qualidade do peixc ao scr congelado.

Embora o] procedlmcnto enzimatico para a deternlnagao da hi
poxantlna tenha mostrado ser o mais adequado por sua 51mp11c1d§
de, rapidez.e_sensibilidade, ele possui um sé€rio inéonvenicnte
que & o de requercr un equipamento caro como o espectrofotometro
 para sua recalizacdo. Isso fez com qﬁe O uso desta andlise flcas
se ;estringido aos laboratdrios de pesquisa. lid tentativas: de
simplificar o procedinicnto com o bbjetiyo de incorporar o feéte

a rotina do controle de qualidade da indastria.

Burt ¢ colgboradorés.(7) desenvélveram um brocediﬁcnto vi
‘sual para avaliar a concentragao de hdboxantina dt}av5s da 'adi
cdo de um corante indicador de oxi-redugao, o 2-6—diclorofenolig
‘dofenol, i mesma solucdo preparada para o método enzimitico ‘e
que conté&in extrato muscular, campao fusfato ¢ xantina oxldase.
Apos a-incubacgado verifica-se a intensidade da descoloracgao que
€ proporcional a quantidade de hipoxantina presente. ‘Comparando
iésﬁitados de analises realizadas pelos dois procedimentos os au

tores encontraram que haviam condenado ou aceitado as amostras

com uma porcentagem de acerto de 94 e 95%, respcctivamente.

Burt ¢ colaboradores (6), com o mesmo prochimgntq ante.
‘rior s0 que auéoﬁatizadO'cm ﬁm "Auto Analyzer", ‘coﬁscguiram uma
'rcdugao expre551va no tempo de 1ncuba§ao c encontraran ~um coefi
ciente de correlagao de 0,991 entre seus resultados e o0s obtidos

através do procedimento enzimitico classico. B

Utilizando, também, o procedimento com o indicador de oxi
. . . ce R - ' ) , . - .
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-redugao descrito por Burt e colaboradores (7); s6 que fazendo a

leitura em um colorimetro, Beuchat (3) verificou que o testc da

hipoxantina pode ser usado como indice de frescor para uma espé

cie de agua doce, Ictalurus punctatus.

Mais recentemente, Jahns e colaboradores (33) empregaram -

para a detefminégio de hipoxantina tiras de.papel filtro embebi-

‘das en uma solucao de resazurina, gelatina e xantina oxidase. Es

tas tiras eram imersas no extrato muscular e deixédas a teﬁpera-
-tura ambiente algum tempo pard que houvesse a reagdao. A intensi-
dade de variagao da coloragao azul para rosa era comparada a dc
outras tiras imersas em solucoes con quantidades conhecidas de

hipoxantina para se obtér a concentracio aproximada no misculo.

D) Efeito das temperaturas de congelagdo sobrc a microflora dos

~alimentos, especialmente do pescado.

Mazur (47) -agrupa os microrganismos de acordo com sua Tres

posta ‘a4 congelagdo em quatro categorias: (a) os que virtualmente

-~
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- 0s que resistem ao ato- de congelagao mas sdo suscetiveis a arma

zenagem ¢ algumas vezes a descongelagdo.(c) os quec sdo sensiveis

a con~elagdo, armazenagem é descongelagao sob algurias mas nio to

das as condigdes, (d) os que sao inativados pela congeclagac sob
quaisquer condigdes. Grande parte dos esporos e¢ algumas células
vegetativas, particularmente micrococos, estrcptococos ¢ estafi-

.lococos, estdo na primeira categoria. A maioria dos outros mi

crorganismos situam-sc na segunda ou terceira categoria.

- 0s danos provocados pecla congelagao ocorrem principalmente
na parcde celular ¢ nos processos metabdlicos e enzimaticos dos

microrganismos (23). Uma indicagdo de que ha alteragGes na per -



meabllldade celular € a presenga no mcio que circunda a c€lula dcv
solutos intracelulares comno p0t355105 fosfato, aglicares fosforila
'dOS, nuc1e051deos, e acidos (47). Por outro lado, quando se expoe
os microrganismos a temperaturas de congelagao, muitas células
perdem sua habilidade de cresccrem em meios dec cultura que lhes
“eram satisfatOrios antes do tratamento. Estas cClulas sdo. consi-
deradas metabdlicamente injuriadas e caracterizam-se pelo requeri
‘mento dc elementos nutricionais mais complexos para se desenvolve
rem (9). IEmbora algumas enzimas sejam alteradas pela congclagao,
-a maioria delas & mais ‘refratdria que o préprio microrganismo a
acio das baixas témperaturas uma vez que observa-se a ocorr@n;ia'
de muitas reacdes metabdlicas especificas em células nao vidveis
(47). " :

Fennema e colaboradores (23) énumeram, como causa destes da,
nos, os seguintes fatos que acontecen durante a congelacdo: a re
ducdo inicial da temperatura sem formagdo de cristais de gclo(cho

que térmico), a formacdo de cristais extracelulare de
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cristais intracelulares, a concentracao de solutos.

0 choque térmico € mais comumente observado enr  bactérias

Gram negativas pr1nc1pa1mcnte se estao na fase de- cresc1rcnto cX

»poncnc1a1 e sofrem um rcsfrlamento rapldo (23 ) Esta forma de in

juria aos microrganismos estd associada a alteragdes na permecabi-

lidade celular (47).

A formacgdo de cristais de gelo extracelulares por si nao
afeta aprec1avelmcnte as c€lulas mlcroblanas. Scu efcito € indi
reto pois provoca a salda dc agua do interior da célula em res

posta a maior pressao de vapor que se estabelece quando a agua de

meio externo congcla. Tanto esta desidratagao celular como a con



gelacao extracelular levam a uma concentragdao dos solutos em todo

o sistema que € prejudicial aos microrganismos.

A fermagao de cristais intracelulares tem um efei;o variavel
‘sobre as células microbianas, sendo quc as grandes sdo mais sensi
veis a esta condicao que as pequenas (475 A morte dos microrganis
mos , quando ocorre imediatamente apos a congelagao é afribufda a

formqgéb de cristais intracelulares (23).

A concentragao dos solutos tanto fora como no interior da cé
"lula provoca um aumento na V610C1dee das reagdes quimicas nas al
tas temperaturas de congelacao; causa variagbes no pli que levam a
.précipitagaes de componentes da solugao; causa mudangas na concen-
tracio e espécies de Ions em solugdo que poderao afetar a estrutu
ra de macromoléculas como o DNA c nrotelnas. Todas estas dlteraa>cs

parecem ser prejudiciais is células microbianas (47).

Os prejuizos causados por esta fase altamente concentrada e

nio congelada se fazem sentir mais durante o armazenamento a tenm
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ra, no caso de a velocidade dc congelagao ser excessivamente le

oo

ta, possa haver uma inativacdo dos microrganismos por parte dos soO

lutos antes que a congelagao se complete (23). Dependencdo da compo
sigao no meio, esta concentracao dos solutos pode atuar como agen-

te protetor da célula microbiana (5).

Outros fatores que podem influénéiar a suscept;bilidade das
clulas microbianas a céngelagﬁo, segundo Mazur (47), sdo: a con-
centragao inicial de celulas idade das éélulas (as do inicio  da
fase exponcnc1al sdo mais suscet1v01s), caracterlstlcas gcﬁéticas

e fisiologicas dos organismos.

De acordo com‘Christopherscn (13), o efeito da congelagao



na populagido bacteriana dos alimentos manifesta-se cm tres distin
tas fasqé (Figura 2). Na primeira fase (A) ha um acentuado decli
nio devido ao ato da congelagdo em éi. A segunda fase fB) € a do
'érmazenumento, onde vai havendo uma dostruigﬁo das c€lulas mais
sensiveis com a progressiva selegdo das mais resistentes. Na ter
ceira fése (C) ha a quase constincia do nﬁmero'ae sobreviventes -

com a, formagao de uma flora caracteristica.

Sobreviventes

Tempo

YTionra 2: FEfeito da cancelaran na flara harteriana rmicta dnc

alimentos segundo Christophersén’(lS);'

Nos alimentos marinhos submetidos a congelacdo ha uma grande

reducdo no nimero total de bactérias devido, provavelmente, a sua

flora conter grande proporciao de bactérias Gram negativas que sao

as mais sensiveis a este tratamento preservativo (23).

Kiser e Beckwith (40) Qbservaraﬁ que a contagem total de bac.

térias no mUsculo de cavala decresce em 50% ou mais ap6s a congela
cao ¢ o armazenamento por 5 a 10 dias a -28°C. Congelando suspen
soes de bactcrias isoladas da flora de cavala a -20°C por 15 dias,

verificarar que o Achromobacter sp. sofre um decréscino de quase

100% cnquanto quc o Micrococcus sp. resistiu mclhor a esta  condi

gao.
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.Green (26), congelando a -18¢ C camardes adquiridos .a nivel
de mercado, encontrou uma média de redugdo na contagem tofal de
50% apos um dia de armazcnanento e 82% apos dois meses. A porcen-—
tagen de reducgao produ21da por dois a doze meses de armazcnamcnto
a mesma temperatura em camaroes provenlentes dlretamente dos bag

cos varioh de 48 a 99%.

.Lee e colaboradores (43), estudando o efeito de varios tra

‘tamentos preservativos na flora microbiana da espécie Sebastodes

alutus, verificaram uma reducao de aproximadamente 83% na conta

gen total apds um més de armazenamento a -15%C. As proporgles ge

néricas na flora também variaram passando as Pseudomonas de 23 a

27%, Achromobacter de 28 a 22%, Flavobacterium de 16 a 12%, Bacil

lus de 20 a 11g Lactobac111us de 6 a O%, Micrococus de 4 a 1,5%

‘e corineformes de 1l a 18°‘

Insalata e colaboradores (32) dermonstraram a prescnga de es

_poros de Clostridium botulinum tipo E em filés de peixe congela

dos e embalados a vacuo, nio sendo, porém, constada a prescnga da
exotoxina em nenhuma amostra mallsada, mesmo apos descongelagao e

incpbagao a 16% C por_28 dias.
E) Microflora do pescado fresco e deteriorado

Existe uma extensa bibliografia a respcito da flora do pes-

cado recentemente capturado e de suas transformagoes ao longo da

“deterioracao, principalmente por ser ela a grande ‘responsavel  pe.

lo escasso periodo de aproveitamento dos alimentos marinhos quan-

do fora de seu ambiente natural.

Embora o mﬁsculo do peixe seja estéril ao ser capturado, a

pele, as guclras e os 1ntcst1nos (em pelxcs rcccntementc allwcnta

dos) possucm uma populagio bactctiaﬁa considcravel,,sendo . seus -



componentes, tanto quantitativa.qoﬁo qualitativamente, ﬁm refle*o
"do ambiente em que se encontram (56). o

Watanabe (69),.estudand6 a situagao bacteriongica do pesca
do na costa sul do Brasil, verificou que na pesca realizada proxi
ma da costa, os beixes aé sairem da agua apresentavam cdntagens

de 105 a 107 bactérias por cm2 de pele e um elevado nimero de co

liformes, mantendo este nivel por ocasiao do desembarque. Na:pes.
ca de alto mar, os peixes apresentavam contagens nunca superiores

a 103 pqr'cm2 de pele que elevava-se a 104 - 196 no desemnbarque.

De acordo com Shewan (57), nos peixes provenientes das
dguas frias do hemisfério norte, predominam as bactérias psicrofi

las Gram negativas (Pseudomonas, Alteromonas, Moraxella, Acineto -

bactbr,'Flavobactcrium/Cytophaga e Vibrio) ecnquanto que nos pro

venientes de aguas twopicais e sub-tropicais predominam gs res6fi .
las Gram pnositivas (iicrococus, Bacillus e corineformes). Contudo,
" .

.adverte o autor, mesmo ern peixes destas aguas mas quentes podera

" haver um maior numero de bactérias Gram necativas.

0 pcixe pode ainda albergar bactérias de significancia en

satde puiblica.como Clostridium botulinum tipos E, T e b, Vibrio

parahaemolyticus ¢, no caso de serer provenientes de agua polui -

das, Salmonclla, Shigella e Lscherichia coli (57).

A flora bacteriana da pescada & representada, principalmen-

te, por espécies dos geéneros Pseudoronas (32%), Achromobacter(35%),

Flavobacterium, Bacillus, kicrococcus e corineformes (46).

Em 720 culturas isoladas de pcle e guclras de pcscada fogue-
tc, bonilla (4) cncontrou que 77% eram bastonctes Gran negativas,
11% eram cocos Gram positivos, 7% eran bacilos Grar.positivos, ¢

5% eram cocos Gram necgativos. Quando amostras de pcle ¢ guelras.
B [ 1 P ' i .
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eram colocadas a diferentes temperaturas em um incubador gradien
te havia um melhor crescimento dos cocos Gram positivos abaixo -
de 22° C e aoima de 37 5°C, enquanto os bastonetes Gram negatl -

-VOS creSC1am melhor entre 26 e 36° C.

-
-

Morga (49) , comparando contagens de bactérias no misculo e
guelras de pescada foguete obtidas em dlferentes meios de cultu
ra e tcnperaturas de incubacgiao, verificou contagens nais altas a

20¢ C nao encontrando diferengas 51on1f1cat1vas entre os rnieios.

Em sua maioria, as bactérias envolvidas na decterioragao - .

dos alimentos marinhos pertencen aos, géneros Pseudononas e Achfg
ﬂmobacfer_(46). Apos os primeiros dias do peixe capturado e con -
servado em geclo vai-se processando uma mudanga em sua flora . no
sentido da predominancia destes dois génerps, seja pela sua me
“lhor capacidade de utilizéf oS éompostos nitrogenados nido protci

cos abundantes no musculo (46), seja pelo seu curto terpo de ge

ragdo em relagao aos outros merbros da flora (57).

Estudos realizados para verificar a incidenciéa de thOb -
que-produzem 0s odores caracterlstlcos de deter¥oragao nostraram
que seu.numero nunca chega a mais de 20% da populacao bacteriana
total do pescado, nao sendo nada constafado quanto a cohtribu; -

cao dos 80% . restantes para a decomposigao (44,29).
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MATERIAL E METODOS

-1. Material

A Materia prlma

A matéria prima utilizada constou de pescada foguete (Macro
don ancylodon) de tamanho médio (25 - 30 cm) distribuida em cinco

lotes de 25 kg. Foi adquirida no Entréposto'de Pesca de Santos,
SP, na fase de comercializacdo, apds 6 a 8 dias de captura, no pe
‘riodo de junho a setembro de 1976.. Os peixes eram acondicionados
em caixas isotérmicas contendo gelo na proporgao 1:1 e transporta
- dos ao 1aborator10 Manteve-se esta proporgao durante todo o ex-
perimento pela adlgao diaria de quantidades adequadas de gelo. -

-

B Equipamentos

Além dos equipamentos e aparelhos rotlnelramente usados em

" laboratdrio de Microbiologia, foram utilizados os seguintes:

- Espectrofotdmetro ZEISS PMQ II
- Congelador METALFRIO HF-200
- _wotrace «ldie Freever 1o da TeCtuipment Limited NULL:L.u.g’]ldIn -

England

C. Reagentes e meio de cultura

Para a anilise quimica foram usados Acido Percldrico (Fis-
her Scientific); Hidroxido de Potassio (Merck):; Xantina Oxidase .
(Boehringer 4U/ml); Hipoxantina (Sigma).

. Para a analise bacteriologica usou—ée Plate Count Agar (Dif
co) como meio de cultura e solugao de Ringer como diluente.

2. Métodos

A. Avaliagao sensofial

Foi realizada por uma equipe de quatro técnicos em pescado

baseados nas recomendagoes da Torry Research Station (Scotland)pa
ra peixe in natura, descritas por Shewan e colaboradores (59); Anexo 1.
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B. Preparo da matéria prima

Apos a avaliacdo sensorial procedia-se a filetagem e acondicio
namento dos filés para posterior congelagao. As etapas seguidas
na elaboracgdo dos filés foram: ' '

a) Lavagem e descamacao - os peixes foram lavados com agua
" clorada a Sppm antes e depois de ‘serem descamados. A desca-
.magdo foi realizada com o bordo sem fio da faca de filetear

b) Fileteamento - a retirada dos filés foi feita sob dgua clo
rada corrente observando-se os cuidados para nao causar rom
pimentos de visceras e reduzir ao minimo a contaminagao. Os
peixes e filés foram mantidos sempre em ambiente refrigerado
nao adquirindo nunca ao longo do processamento temperaturas
superiores a 10° C.

c) Embalagem - os filés foram acondicionados em papel alumi-
hio e moldados em formas plasticas cujas dimensoes eram 9
cm de comprimento, 6 cm de largura e 3 cm de altura. Os blo
cbs formados continham as porcdes anteriores de 4 filés de
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ra a realizacdo de andlises antes e imediatamente apos dois
métodos. de congelagao, depois de uma semana, um mes € dois

meses de armazenamento.

d) Congelagao e armazenagem - foram realizados dois tipos de
congelagdo: - , - ' I -
' 1. congelagao rapida em placasa -40° C
2. congelagao lenta em.ambiente com ar em repou
so a -22° C
Foram tOmadaé)as-temperaturas através de um termopar de co-
bre e constantan inserido no centro geométrico do bloco e
~construidas as curvas de congelagdo para os dois processos
(Figuras 3 e 4). Os blocos foram armazenados a -22° C.

C. Obtengao das amostras

Para obtengdo de amostras do peixe conservado em gelo foram



homogeneizadas as porgOes anteriores de 4 filés em liquidificador
por um minuto, sendo dai coletadas quantidades suficientes para a

realizagao das analises.

Para obtengdo de amostras dos filés congelados, os blocos fo-
ram deixados a temperatura ambiente o tempo suficiente para permi

tir o corte de quantidades adequadas a realizagao das analises.

Excetuando-se a_ avaliacao sensorial, feita diariamente, as de-
mais ‘analises no peixe conservado em gelo foram realizadas em
dias alternados. '

D. Analise quimica

Consistiu na determinagdo da concentragao de hipoxantina no mus
culo, feita pelo método de Jones e Murray (37); Anexo 2. '

E. Analise bacteriologica

Foi.feita a contagem de .bactérias nos filés segundo as recomen
- dagoes- da A.P.H.A. para o ''Standard Plate Count" (54); Anexo 3.



: RESULTADOS E DISCUSSAO

1. Avaliagao sensorial .

Na anilise sensorial do peixe in natura feita segundo as re-
comendaéées da Torry Research Station avaliam-se quatro ‘aspectos
diferentes da deterioragdo atribuindo-se notas em separado a ca-
da um deles. A soma destas notas pode variar desde um maximo de
25 pontos,para o peixe absolutamente fresco,até a nota minima,quan
do ja ocorre putrefagao.

A Figuré 5 (pagina 41) mostra a felagio entre a soma dos pontos
obtidos na avaliagao sensorial dos cinco lotes de pescada foguete
e o seu tempo de conservagao em gelo a partir do desembarque. A so
ma dos pontos obtidos no primeiro dia pelos diferentes lotes va-
riou entre 23,5 e 20, o que demonstra que ja ocorreu uma conside-
ravel perda na qualidade. Este fato & proprio do sistema de pes-
.ca existente no sul do Bra511 onde o barco passa periodos bas-
tante 1ongos no mar até que se encham seus poroes, O que resulta
em uma baixa qualidade do peixe por ocasiao do desembarque. poden
do mesmo ocorrer. segundo relatou Watanabe (69), que o produto'
a

das primeiras capturas he

gue dete: 1oradc ao porto.

()
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Os resultados por nos encohtrados foram bastante similéres aos
de Morga (49)'que7observou que a pescada foguete achava-se em um
estado de frescor aceitavel para consumo in natura até o quinto
dia apos o desembarque, quando atingia cerca de 15 pontos na'ava—
liacdo sensorial. Porém, em se tratando de peixe para a obtengao
de filés para congelagao, acreditamos que 20 pontos seria o limi-
te max1mo adequado para sua utlllzagao,’ ‘ja que nesse esta
gio do processo. deteriorativo percebe-se uma perda acentuada na
textura e o aparecimento de odores nao caracteristicos no misculo
que poderao intensificar-se durante o armazenamento. Também,nesta
etapa, Qs files ja apresentam uma alta contamlnagao bacteriana
apos a elaboragdo, o que sera discutido mais adiante. .

‘2. Determinagao da concentragao de hipoxantina

2.a. No peixe conservado em gelo

.0 fator mais importante a ser considerado quando se quer apli
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car o teste da hipoxantina como indice de qualidade a uma determi-
‘nada espécie de peiXe conservada em gelo € a velocidade com  que
ocorre seu acimulo no musculo. Este acimulo,em algumas espécies, pode ser
tdo rapido ou tdo lento, segundo a atividade das enzimas que atuam
na degradagdo do ATP, que torna o uso do teste inadequado para
- elas. e S

Para os cinco lotes de pescada foguete mantidos em gelo por se
- te dias utilizados neste trabalho, observamos um aumento gradati-
vo na concentragao de hipoxantind entre 0,09 e 0'27 ‘mg/g de mascu
. 1lo, conforme -pode ser visto na Figura 6 (pagina 42). Isto indica
.a possibilidade de aplicagdo do teste a esta espécie com vistas a
se conhecer seu tempo de armazenamento em gelo. No entanto, res
salvamos o fato de que nossos dados foram obtidos a partir de ‘pei.
xes adquiridos por ocasiao do desembarque, nao se,conhecendo seu
tempo exato de captura até aQue;e momento. Portanto, permanece
por ser feito um estudo mais completo de modo a acompanhar o acli-
- mulo da hipoxantina nesta espeC1e desde o momento de sua captura
para assim estabelecer as relagoes reais entre seus niveis no mus
culo e o tempo de permanéncia em gelo; muito embora possa-se di-
zer, de acordo com o tempo aproximado de captura‘fornecido pelos
pescadores (ao redor de 7 dias), que a ve 10Liuadc de acumulagdo ¢n
contrada foi similar as verificadas por Jones (50) para o baca-
l1hau, Kassemsarn e colaboradores (39) para duas espécies de lin-
guado,Fraser e colaboradores (24) para a cavala e Burt e Simmonds -

(8)" para a merluza do cabo.

Os valores de hipoxantina encontrados foram: tambem comparados'
-com a soma dos pontos obtidos na avaliagao sensorial com o intui
_to de verificar a relagao entre seu acréscimo e o aparecimento de
_sinais caracteristicos da deterioragao e nao apenas o tempb de
armazenamento em gelo, conforme.pode ser visto na figura 7 (pagi
. na. 43). As concentracgoes verificadas na faixa de aceitabilidéde
.do ‘peixe (entre 25 e 15 pontos) variaram entre 0,09 e 0,18 mg/ g
de,mﬁsculo; sendo que quando comegou a haver rejeigao devida a
‘acentuada perda de qualidade (menos de 15 pontos) os valores si-
tuaram-se de 0,19mg/g para cima. Estes resultados concordam com aque
les encontrados por Morga (49) em seu trabalho com a pescada fo-

UNICAMP
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Hiltz e colaboradéres (30) observam que as espécies com.veloci
dades de acumulagdo média, onde os niveis de hipoxantina situam -
—§é entre 2 e 3 uM/g (0,27 e 0,39 mg/g) nb limite de aceitabili-
dade, sdo as que mais se adaptam ao uso desse teste para avaliar
sua qualidade. " De outra forma pdderemos ter velocidades de acumu
lagdo muito lentas como no caso  do peixe espada, observado por
‘Dyer e colaboradores (19), que atinge apenas 1 uM/g (0,13 mg/g)no
ponto de rejeigao, ou o inverso, como & o caso da espécie Sebastes
.marinus,relatada por Hiltz e colaboradores (30), que tem o acumu-
Jdo de hipoxantina completo em menos de trés dias apds a captura ,
enQuanto-o peixe ainda conserva sua maxima qualidade.

" Apesar de a velocidade de acumulacdo da hipoxantina no misculo
da pescada foguete ndo atingir a recomendada por Hiltz e colaborado
res (30) para a aplicacao do teste, acreditamos que mesmo “assim
~ela sirva como indice de.qualidade parg‘esta espécie devido ao seu
aumento progressivo durante o armazenamento no gelo. ' |

2.b. Nos filés congelados

"A Tabela 2 (pagina47) e Tabela 3 (pagina 48) mostram a estabili
dade nos niveis de hipoxantina nos fiiés obtidos de pescada fogue-
te em varios graus de deterioragao apos serem submetidos a conge-
~lagao rapida e lenta e subsequente armazenamento a -22° C por oitbi
‘semanas.' Estes resultados demonstram que, nesta espécie, a ativi--
dade dos nucleosidases € nula ou t3o pouco intensa a essas tempera
turas'que-néo se detecta sua acao depois dos .dois meses de érma;ef
namento, o que permite-nos usar as concentragoes de hipoxantina nos
filés congelados nestas condigoes como indicadora de-sua qualidade
‘antes da céngelagéo. ‘

Nossos resultados concordam com os encontrados por Connel (14)
-para o bacalhau, Hiltz e colaboradores (30) para o peixe espada ¢ Spinel -

1li e colaboradores (64) para a espécie Sebastodes alutus.

3. Determinagao da contagem bacteriana total
3.a. Nos filés apds elaboracgao

Antes de se congelar os blocos de filés, realizava-sccontagens
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totais com os objetiVos de verificar sua carga bacteriana ao se ini
ciar a congelagdo e, também, de verificar os niveis atingidos por
esta carga nos filés obtidos sob boas praticas de elaboragao (ver
pagina .23) a partir de peixes em varios estagios de deterioragéo,
definidos pela soma dos pontos da avaliagao sensorial.

Os resultados apresentados na Figura 8 (pag1na44) mos tram que
as. contagens no produto final aumentam a medida que o peixe utili
zado na elaboracao dos filés diminue de qualidade,e que quando eh;
obtém cntre 20 e 21 pontos na avaliacdo sensorial o namero de bac
térias jé'atinge'niveis responsaveis por alteragdes organolepti -
.cas desagradaveis, ou ‘seja, de 10% bactérias por grama de musculo.
0 aumento progressivo das contagens encontradas indica que Tesul-
tam de crescimento bacteriano nido se tratando de  contaminagoes
grosseiras durante a manipulagao, ja que se assim fosse as contagens ob

’ tldas seriam bastantes variaveis.

Estes resultados sao 51m11a1es aos encontrados por Castell an
"ao verlflcar a 1nf1uenc1a do tempo de armazenamento em gelo no nu .
mero dc bactérias de flles de peixes que nao eram lavados antes .
da ‘filetagem. Porém, eSse mesmo autor observou que as contagens -
totais nos filés provenientes de peixes que eram lavados antes da
fllci”scm douresulam a mk,ulun \;u‘;, ausdCniava v 'L\mnu do p»‘n.‘.un:.‘.
cia em gelo, atribuindo este fato a ocorréncia de mudancgas fisi-
cas e quimicas no muco superficial do pescado que o tornam mais

0 . : ol . . _
fdcilmente removivel com o passar do tempo de armanezdmento.

A discrepancia entre estes ultimos resultados e os encontrados
por nos provdvelmente deve se ao fato de Castell ter trabalhado
com peixes entre. 1l e 5 dias de armazenamento em gelo, enquanto o
peixe wutilizado em nosso trabalho ja encontrava-se ao redor de
7 dias em gelo ao ser desembarcado. '

3.b. Nos files apos congélagéo,e‘armazenamento

A Figura 9 (pagina 45) mostra o efeito da congelagéo a -40° C e
posterior armazenamento a -22° C por oito semanas na populaqaotmc
teriana existente nos filés. . A porcentagem media de sobreviven- .

cia a este processo. foi 42%, tendo havido variagoes.entre 66 ¢

18%. Depois de uma scmana de armazcnamento -esta porcentagem ‘média

. ‘ . . L
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de sobrevivéncia caiu a 19,7%, com variagoes entre 39 e 5%; na
quarta semana baixou.a 11,5% com variagoes entre 28 e 2% e na oi-

tava semana ficou em 9% com variagoes entre 20 e 1,2%.

Na Figura 10 (pagina 46 )podem ser vistas as variagoes quanti-
tativas ocorridas na flora bacteriana dos filés apds congelacio a
+=22° C e armazenamento por oito semanas igualmente a -22°C. Neste.
processo a porcentagem média de sobreviventes foi de 38%, havendo
variagoes entre 67 e 11%. O efeito de uma semana de armazenamen-
to resultou em uma queda média de sobreviventes a 23%, com varia-
gOes entre 45 e 10%; na quarta semana a média de sobrevivéncia era
‘de 15% com variagOes entre 26 e 1,8% e na oitava semana 11% com
variagoes entre 20 e 25%.

. Com relacdo ao efeito das velocidades de congelagao so- -
bre a populacao bacteriana dos alimentos,observa-se na-literatura
que as mais lentas sdo as mais letais por haver um maior tempo de
exposigdao do microrganismo as altas concentragdes de solutos (25,
51,71) . No.entanto, embora se tenha'utflizadc um processo de con--.
gelacdo rapido (Figura 3, pagina 39) e outro lento (Figura 4, pa-
" gina 40 ), os resultados encontrados foram bastante similares. A-.
creditamos que ' .este fato esta relacionado a grande proporgdo
de bactérias Gram negativas existentes na flora do pescado, as
quais sao altamente sensiveis ao choque'térmicq um tanto 1intenso
. que ocorreu em ambos Os processos, o que concorda com as observa-
goes de Fennema e colaboradores {(23).

As curvas de sobrevivencia para os dois processos mostraram ao
longo do armazenamento decréscimo pequeno nas contagens, em rela=’
.¢do a queda inicial devida a congelagdo, tendendo a estabilizagao
ao final das oito semanas. Estes resultados concordam com o pe-
queno_ ou nenhum descréscimo nas contagens observados por Elliot e
Michener (20) em varios alimentos congelados e armazenados a difg'
‘rentes temperaturas. Eles'observarém, também, que a porcentagemde
sobfevivéncia aumentava a medida que se reduziam estas temperatu-
“ras. Estes dados ndo nos foi possivel comparar umd vez que tra-
balhamos com apenas uma temperatura de armazenamento.

As curvas "de sobrevivencia encontradas coincidem com .aquela
proposta por Christophersen (13) para ilustrar as tres fases de
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destruigdo dos microrganismos que compoem a flora mista dos ali
mentos congelados, ja apresentada anteriormente neste trabalho (Fi
gura 2, pagina 18).

A queda no nimero de bactérias apGs a congelagao e armazenamen
to permite ainda observarmos as dificuldades para se interpre tar

os resultados -dds contagens totais nos filés congelados  quando

nao sao conhecidas as condigoes ‘de elaboragao. Embora altas con-
tagens-apés'algum tempo de armazenagem possam significar que a
mateéria prima utilizada foi de qualidade inferior ou que tenha ha
vido mids condigdes sanitarias na manipulagdo, a reciproca nio & ver
dadeira. Conforme foi bem enfatizado na revisdo bibliografica,an
tes de se aplicar os resultadds das contagens totais como expres
sdo-da- qualidade sanitaria deum alimento ‘€ necessario que haja um
acimulo suficiente de dados sobre os niveis bacterianos esperados
quando se variam a qualidade da matéria prima, ou o tipo de pro-
cessamento, ou o tempo de armazenamento - a temperaturas de conge

.

lagdo.
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MINUTOS

" FIGURA 3 { Forma da curva de congelaménto'nos blocos de fi-

1és de pescada foguete congelados em placas a -409C.
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"FIGURA 4 - Forma da curvé de congelamento nos blocos de filéé‘
de pescada foguete congelados em ar em repouso a =~229C.
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Tabela 2. Variagdes na concentragdo de hipoxantina de filés obti
dos de pescada foguete em varios graus de deterioragao, congela-

“dos rdpidamente em 151acas a -409C e armazenados a -22° C por oito

-semanas.
Concentragio de hipoxantina (mg/g de mﬁscuié’j)-
Dias de Soma dos ' Apos a congelagdo
. armaze- pontos na Antes de
nagem avaliagao .congelar . imediata 1 -4 - 8
em gelo sensorial ’ m_ente semana semanas semanas
1 - 22,5 : 0,09 0,09 0,09 . 0,09 0,10
3 20,0 : 0,11 '~ 0,11 - 0,10 0,11 0,10
5 17,0 0,16 0,15 0,14 0,15 - 0,16
7 - 14,0 0,19 .0,18 0,19 0,18 0.19
1 20,0 0,12 0,12 0,13 0,13 0,13
3 17,5 0,15 0,15 0,14 0,15 - 0,15
5 13,0 - 0,19 . 0,18 0,17 0,19 0.18
7 7,0 0,27 0,28 0,30 0,28 0,28
1 23,0 ' 0,09 - 0,10 0,11 0,11 0,11
-3 20,5 : 0,13. 0,13 0,15 0,13 0,13
5 16,0 . 0,18 0,17 0,18 0,19 0,18
7 13,5 0,21 0,22 0,22 - 0,22 0,21
1 23,5 0,09 0,10 0,10 0,09 0,09
3 22,0 0,11 0,12 0,11 0,11 0,11
5 18,0 0,15 0,15 0,14 0,15 0,14
7 11,0 0,21 . ..0,21 0,20 . 0,22 0,21
1 21,5 0,13 0,13 0,14 0,14  0,1%
2 19,0 0,13 0,14 0,14 0.,13 0,14 .
4 - 17,0 0,16 0,17 0,17 0,16 0,16
5 15,0 0,18 0,18 0,18 0,19 0,18
7 12,0 0,21 0,21 0,21 0,20 0,21



Tabela 3. Variagdes na concentragao de hipoxantina de filés obtidos
de pescada foguete em varios graus de deterioracgao, congelados len
tamente em ar em repouso a -22° C e armazenados a mesma temperatu
ra por oito semanas.

Concentracdo de hipoxantina (mg/g de misculo)

" Dias de Soma dos ..

armaze- pontos na Antes de ApoOs a congelacdao
nagem = avaliagao congelar imediata 1 4 8
_em gelo sensorial mente semana sSemanas semanas
1 22,5 - 0,09 0,08 0,09 0,09 0,09
.3 20,0 0,11 - 0,10 = 0,10 0,10 0,11
s 17,0 0,16 0,15 0,14 0,16 0,15
7 14,0 - 0,19 0,20 0,19 0,20 0,19
1 20,0 6,12 0,13 0,12 0,13 0,13
3 17,5 0,15 . 0,15 0,16 0,15 0,15
5 13,0 0,19 0,19 ° 0,18 0,19 0,19
7 7,0 0,27 0,28 0,28 0,30 0,30
1 23,0 : 0,09 . 0,08 0,09 0,10 0,10
3 20,5 - 0,13 0,13 0,13 0,13 0,14
3 16 .0 0.18 018 017 0,18 0.18
7 13,5 0,21 0,21 . 0,22. 0,2 0,22
1 23,5 - 0,09 0,10 0,10 0,11 0,10
3 22,0 0,11 0,12 0,12 - 0,11. 0,12
5- - 18,0 0,15 -~ 0,14 0,15 0,16 0,15 ..
7 11,0 0,21 0,22 0,21 0,21 0,22
1 21,5 0,13 0,14 0,14 0,14 0,13
2 19,0 0,13 . -.0,15 0,15 - 0,15 0,15
4 17,0 | 0,16 0,16 0,17 0,17 0,17
5 15,0 . 0,18 0,18 0,19 0,18 0,19
7 . 12,0 0,21 0,22 . 0,21 0,22 0,21



Procedimento para avaliacdo sensorial do peixe in natura

. ANEXO 1

-

. A) Aparéncia geral (5 pontos)

B)

Olhos perfeitamente frescos, pupila negra convexa,
cornea translicida, guelras vermelho vivas (depen-
dendo da espécie), nenhuma viscosidade bacteriana,
agua viscosa externa branca ouAtransparente, refle
X0 opalino brilhante, nenhum descoramento.

Olhos ligeiramente fundos, pupila cinzenta, ligei-

‘'ra opacidade da cornea, alguma descoloragao das -

guelras e algum muco, viscosidade exterior opaca e
um tanto leitosa, perda do reflexo opalino e algu-
ma descoloragao. '

Olhos fundos, pupila branco-leitosa, cornea opaca,
viscosidade externa grossa e nodosa com alguma des

coloragao bacteriana.

Olhos ligeiramente afundados, cabega encolhida co-

‘berta por grossa viscosidade bacteriana amarela,

guelras mostrando descoramento ou descoloragao mar
rom escura, viscosidade externa grossa e amarelo -
-marrom, frescor inteiramente desaparecido, desco-

ramento e encolhimento acentuado.

Carne, incluindo abas abdominais (5 pontos)

.carne translucido-azulada, nenhuma vermelhidao ao

longo da espinha ‘dorsal ou descoloragao das abas,

abdominais, rim vermelho-vivo.

Aparéncia cerosa, nenhuma vermelhidao ao longo da
espinha dorsal, brilho original do sangue do rim,
alguma descoloragdo das abas abdominais.

Alguma opacidade-e certa vermelhidao ao longo da
espinha dorsal, sangue do rim marrom ¢ certa desco

Pontos

(93]



Pontos

loragao das abas. 2

Carne opaca, acentuada descoloragao vermelha ou
marrom, sangue marrom ou.terroso, acentuada desco- 0

loragao das abas.

Odores das guelras (10 pontos)

Odores frescos de -algas marinhas. ' - 10
Perda do odor de algas marinhas e de crustaceos. 9

" Auséncia de odores neutros, odor de mofo, de ra o

~to, leitoso, caprilico,odor-de alho e pimenta

.qu_pdSres afins, , ) ' 7.
Odores de pao, malte, cerveja, fermento. |

Odores de jcido latico, leite azedo, oleoso.

Alguns odores de acidos graxos inferiores (ace-

tico, butlrlco), cheiro de grama,~de.borracha ve _ 4
"lha, odores 1igeiramente'adocidados, de frutas, '

semelhante ao clorofdormio.

.Odores de égua.de repolho estragada, de nabo,
f6sforos molhados. odores semelhante ao fos feno. ) 3
pgores ame:l1acals (Trimetilamind e uul ras ami-
nas), toluidina. V ' - ' 2

Odores de H,S e outros compostos sulfurados, odo
‘res amoniacais. A : , 1
Odor de indol, amdnia, odores fecais, nauseabun -

dos, pltridos. I S |

Textura ‘(5 pontos)

Firme, elastlca ao toque dos _dedos. . )
AmoleC1mento da carne, “alguma aren051dade 3
Carne mais mole, arenosidade definida, escamas

facilmente removiveis, destacaveis da carne. ) 2

Muito mole e flacida, retem as impressocsdos de
dos, arcnosidade bastante acentuada, carne fa- 1
cilmente destacavel da espinha dorsal.



ANEXO 2

Procedimento para'determinagéo da hipoxantina

A. Preparo do extrato

_Amostras de 25g foram homogeneizadas em liquidificador com 50ml
ﬁde acido perclorlco 0,6N mantido. sob refrlgeragao O homogenel
-zado foi rapldamente filtrado a vacuo a 0° C. Tomou-se aliquota de
50 ml do filtrado a 0° C e ajustou-se o pH a 6,5~ 7.0 ctom hidroxi
do potassio a 30%. Apos, 0 volume foi acertado a 75ml com agua des
tilada. O perclorato de potassio formado foi removido por centri

fugagéo,a 5000rpm a 0° C.

B. Estimacgao da'hipo;antina

A 0,5ml do extrato centrlfugado Juntou se 2ml de agua destila- .
da, 2ml de tampao fosfafo (pH 7.6), 0,5ml de solugao de xantina

. oxidase recentemente diluida. Depois de agitar colocou-se em ba-
' . ,mn A~ e 4 A Toaacmmm o bammaem e 3 emmemn L
llllU lllulJﬂ «u LV AN [ LA LA L s e ~s [V W) AW oa L O ~4 s N o — y 7 &
ma, apenas sem O extrato A conversio a acido urico foi verifica

da a 290nm. As leituras foram comparadas a padroes de hipoxanti-

na tratados de mancira similar.

C. Pfeparo da solugéo de xantina oxidase .

Diluiu-se 0,16ml da solugao concentrada de xantlna oxidase 4U/
ml .para 10ml com tampao fosfato Cada 0,5 ml desta solugao contl
nha 0,032 U de enzima.

ANEXO 3

Procedimento para a. contagem total cm placas

Juntou-se 50g de filés com 450ml de solugao de Ringer cm. copo -

I ]

o



LA

de 1iquidificador comum esterelizado com alcool a 70%.° Hohogeni-
zou-se por 2 minutos. Apartir,desta; foram feitas diluig6e§ ate
10—6 utilizando-se frascos com 90ml de diluente. Colocou-se 1ml
de cada'dilui§50'em placas de Petri, em dupiicata, e adicionou-se
~ 0 meio para contagem prev1amente derretido e resfriado a 45°C, dei.
" xando solidificar apds agitagdo adequada para obter una distribui-
. ¢do uniforme das coldnias. Incubou-se a 20° C por 72 horas e con-
tou-se as placas contendo entre 30 e 300 coldonias. O namero de co
18nias formadas foi multiplicado pela reciproca da diluigao paré
.se obter a quantidade em gramas. Os resultados obtidos foram ex-
pressos em logaritmo do nUmero de bactérias.
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