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RESUMO

Considerando-se a importancia do cagdo (Prionace glauca) na alimentagdo
humana, e como matéria-prima para a industria, desenvolveu-se a presente pesquisa com 0
objetivo de obter maiores conhecimentos sobre a sua deterioragdo e os processos de

conservagao.

Na primeira etapa do estudo procedeu-se a otimiza¢do da metodologia para a
avaliagdo qualitativa e quantitativa de bactérias produtoras de urease. O agar triptona-
extrato de levedura-uréia (agar TEU), contendo uma concentragao de KH;PO4 de 10 g/l,
utilizado com a técnica de espalhamento superficial e incubagdo das placas a 20°C, por um
periodo maximo de 4-5 dias, evidenciou o melhor desempenho na contagem e
diferenciagio de culturas produtoras de urease. Foi desenvolvida a terminologia descritiva €
os perfis sensoriais de filés de cagdo refrigerados, através da Analise Descritiva
Quantitativa (ADQ).Os atributos mais importantes para discriminar os filés em fungao dos
estagios de frescor foram : cor caracteristica, presenga de manchas amarelo-esverdeadas,
brilho, aspecto Umido, aroma de peixe fresco, aroma de amonia e firmeza. A ficha
descritiva desenvolvida, mostrou-se adequada para a avaliagdo sensorial de filés de cagdo
refrigerados. Tambeém caracterizou-se a microbiota produtora de urease em filés de cagdo
armazenados sob refrigeragio (4°C) e em temperatura de abuso (10°C) e avaliou-se o seu
potencial deteriorador. Constatou-se a prevaléncia de bactérias psicrotroficas Gram
negativas na microbiota produtora de urease do cagdo, principalmente Flavobacterium
odoratum (40%), Shewanella putrefaciens (20%) e Pseudomonas diminuta (15%). Através
de testes de incubagdo demonstrou-se a capacidade de multiplicagdo destas bactérias em
temperaturas de refrigeragao (4°C) e em temperaturas de abuso (10°C), bem como a

adequacidade do extrato muscular do cago como substrato.

Na segunda etapa do estudo, avaliaram-se as alteragdes fisicas, quimicas,
microbiologicas e sensoriais de filés de cagao armazenados sob refrigeracdo (0°e 4° C) e
em temperatura de abuso (10°C). As reagdes de Eber, para amonia e gas sulfidrico, as
determinagdes de pH, bases nitrogenadas volateis (BNV), uréia, Nitrogénio ndo protéico
(NNP) e a contagem de bactérias psicrotroficas nao foram totalmente adequadas como

indices de avaliagdo da qualidade de filés de cagao. Por outro lado, as determinagdes de
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amonia e trimetilamina (TMA) e a contagem de bactérias produtoras de urease mostraram-
se satisfatorias para esta finalidade, sempre em correlagdgo com avaliagOes sensoriais. A
vida util dos filés de cacdo foi de aproximadamente 2, 6 e 8 dias, durante a estocagem a 10°,
4° ¢ 0°C. Também avaliou-se a eficiéncia do tratamento dos filés de cagdo com acido
acético, em relagdo a redugdo dos teores de uréia e aumento da vida util, tanto no
armazenamento sob refrigeragdo (0°) como em temperaturas de abuso (10°C).0O tratamento
dos filés de cagiio com acido acético 1% por 3 horas a 5°C, mostrou-se eficiente na redugédo
dos teores de uréia. A vida util dos filés de cagdo submetidos a esse tratamento foi de

aproximadamente 3 e 12 dias, durante a estocagem a 10° e 0°C, respectivamente.

Palavras-chave: cagdo;, microbiologia; vida util, refrigeragdo; avaliagdo sensorial.
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SUMMARY

Considering the importance of the shark (Prionace glauca) for the human diet
and as a industrial raw material, this research was developed aiming at learning more about

the processes of deterioration and preservation.

In the first step of the study, the optimization of the methodology for the
qualitative and quantitative evaluation of urease-producing bacteria was carriedouf. The
tryptone-extract agar of urea-yeast (agar TEU), containing a concentration of KHz PO, of
10 g/, used with the superficial spreading technique and incubation of the plates at 20°C
for 4-5 days, presented the best performance in the counting and differentiation of urease-
producing cultures. The descriptive terminology and sensory profiles of refrigerated shark
fillets were developed using the Quantitative Descriptive Analysis (QDA). The most
important attributes to differentiate the shark fillets according to the degree of freshness
stages were: characteristic color, presence of yellow-greenish spots, brightness, wet aspect,
fresh fish smell, ammonia smell and firmness. The descriptive record developed seemed
adequate for the sensory evaluation of refrigerated shark fillets. The urease-producing
microflora in shark fillets stored under refrigeration (4°C) and under temperature abuse
(10°C) was also characterized, evaluating its deteriorative potential. The prevalence of
Gram negative psychrotrophic bacteria in the urease-producing microflora of the shark,
especially Flavobacterium odoratum (40%), Shewanella putrefaciens (20%) and
Pseudomonas diminuta (15%) was verified. Through incubation tests the capacity for
multiplication of these bacteria at refrigeration temperatures (4°C) and under temperature
abuse (10°C) was demonstrated, as well as the adequateness of the shark muscle extract as

a substrate.

In the second step of the study the physical, chemical, microbiological and
sensorial changes of the shark fillets stored under refrigeration (0°C and 4°C) and under
temperature abuse (10°C) were evaluated. The Eber reactions for ammonia and
hydrosulphuric gas, pH determinations, total volatile nitrogen (TVN), urea, non-protein
nitrogen (NPN) and the psychrotrophic bacterial count were not completely adequate as an
index for the quality evaluation of shark fillets. On the other hand, the determinations of

ammonia and trimethylamine (TMA) and the urease-producing bacterial count proved
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satisfactory for this purpose, always correlating with sensorial evaluations. The shelf-life of
shark fillets was about 2, 6 and 8 days during storage at 10°, 4° and 0° C. The efficiency of
treatment of the shark fillets with acetic acid was also investigated, in relation to the
reduction of the urea content and increasing of shelf-life, for storage under refrigeration
(0°C) as well as under temperature abuse (10° C). The treatment of shark fillets with 1%
acetic acid for three hours at 5° C, proved to be efficient in the reduction of the urea
content. The shelf- life of shark fillets submitted to this treatment was about 3 and 12 days

during storage at 10° C and 0° C, respectively.

Keywords : shark , microbiology , shelf-life , refrigeration , sensory evaluation.
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1. INTRODUCAO

Grande parte da populagdo mundial padece em sua alimentagdo de caréncia
aguda ou cronica de proteinas de origem animal, 0 que vem exigindo um esforgo continuo
em busca do aumento da oferta de suprimentos protéicos, principalmente os dessa origem.
Entre as possiveis alternativas para a solugdo do problema, tem sido proposta a utilizagdo
da proteina de pescado, partindo-se do principio de que este representa uma fonte
importante de proteinas de alto valor biologico, e que ainda ¢ subutilizada pela populagao,

principalmente nos paises em desenvolvimento. (Suzuki, 1981).

Segundo estimativas da Food and Agriculture Organization (FAO, 1995), nos
Gltimos dez anos, a produgio brasileira de pescado de origem marinha teve um decréscimo
de 35%. Sdo poucas as espécies capturadas e comercializadas, com predominancia de
sardinha, atum, cagdo, corvina, camardo e lagosta (Teixeira, 1993). Esta baixa
produtividade nacional contrasta com o fato do Brasil ser um dos paises com maior

extensdo territorial e costeira no mundo.

Ao lado desta problematica deve se considerar que no pais, por razoes culturais
e socio-econdmicas, o consumo de pescado ainda € pouco expressivo, verificando-se que
apenas cerca de 10% da populag@o o incorpora em sua alimenta¢do (Fundagdo Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica, 1990). As vantagens em relagdo ao grande potencial
de biomassa marinha sio minimizadas pela falta de programas de educagdo alimentar que
sensibilizem a populagio desinformada da importancia nutricional do consumo de pescado.
Segundo Ruivo (1994), o brasileiro consome em média 4 kg de peixe/ano, valor
insignificante quando comparado, por exemplo, ao consumo no Japao, de 66,6
kg/habitante/ano.

O pescado € um alimento de alto valor nutritivo, constituindo-se numa das mais
importantes fontes de proteinas, lipidios, vitaminas e sais minerais, podendo ser comparado
com outros alimentos de origem animal, como carne bovina, ovos ¢ leite. Apresenta alto
conteudo de proteinas de elevado valor biologico, grande propor¢ao de aminoacidos e

acidos graxos essenciais, destacando a boa digestibilidade das proteinas de sua carne (90-



98%), valor acima do constatado nas carnes bovina e suina (Kinsella, 1988; Sikorski e al.,
1994; Venugopal & Shahidi, 1995).

Por outro lado, sabe-se que o pescado é um alimento facilmente deterioravel,
muito suscetivel a autdlise, a oxidagdo de gorduras e a agao bacteriana. O processo de
deterioragdo é de natureza complexa e envolve trés mecanismos diferentes e interligados:
agao enzimatica, a¢do bacteriana e reagbes quimicas entre os componentes € 0 meio
(Frazier & Westhoff, 1978; Liston, 1980a, 1982; Sikorski er al., 1994; Ashie et al., 1996).
O grau de alterag@o no transcorrer do processo de deterioragdo esta intimamente vinculado
a diversos fatores como espécie de pescado, estagio de maturagio, sazonalidade, microbiota
natural contaminante, condi¢des de captura, manuseio, processamento e comercializagdo
(Frazier & Westhoff, 1978; Martin ez al., 1978; Sikorski et al., 1994; Ashie et al., 1996).

Cagdo € a designacdo comum 2 todos os peixes elasmobranquios,
pleurotremados, com fendas branquiais laterais e corpo piciforme, sendo chamados
tubardes, particularmente as espécies de grande porte. Sio peixes de estrutura cartilaginosa,
da subordem dos esqualos, comumente encontrados em abundéncia nos mares de todo o

mundo (Ferreira, 1986).

Os cagdes tém importéncia pelo valor comercial de sua carne, que sob a forma
de filés ou postas ¢ destinada ao consumo humano, com ampla aceitagio no mercado
nacional e internacional (Luna & Burgos, 1978). Face 4 elevada disponibilidade da matéria-
prima € ao conseqiiente custo mais reduzido em relagio as espécies mais nobres de

pescado, o consumo de cago tem sido bastante estimulado.

Diversos estudos foram realizados no Brasil a respeito da utilizagdo do cagdo na
alimentagio humana. Assim, Ogawa et al. (1973b) avaliaram a utilizagdio e o
aproveitamento do 6leo de figado de varias espécies de cagOes. Beraquet ez al (1975) e
Torrano & Menezes (1977) estudaram o processo de produgdo de cagdo salgado e seco,

similar ao bacalhau salgado comumente importado da Europa.

O processo de deterioragdo do pescado envolve, pelo menos nos estagios
iniciais, a utiliza¢do do “pool” de substancias nitrogenadas néo proteicas — NNP, composto
principalmente por aminoacidos livres, bases nitrogenadas, creatina, oxido de trimetilamina

e uréia. (Liston, 1982; Sikorski ef al., 1994; Ashie et al., 1996). No caso especifico dos

2



elasmobranquios, o teor de uréia ¢ particularmente acentuado; segundo James & Olley
(1971) ele pode atingir de 1 a 2,5% do peso do musculo, enquanto Tishin (1970) cita que o
tecido muscular de cagdo apresenta um teor de NNP ao redor de 1.600 mg/100g, muito

mais elevado que o de outras espécies de pescado e representado principalmente pela uréia.

Nestas condigdes, sabe-se que em cagdes a decomposi¢do da uréia, devida
exclusivamente a atividade de microrganismos produtores de urease, com formagéo de
amonia e conseqiente alteragio do sabor e aroma, € o principal processo envolvido na
deterioragdo. No entanto, sdo restritas as pesquisas procurando melhor avaliar esse processo
e caracterizar a microbiota nele envolvida. Yap (1979) estudou a microbiota do cagio
Galeorhinus australis armazenado em gelo, verificando que espécies de Pseudomonas
representavam aproximadamente 70% da microbiota presente. No Brasil, Leitdo ef al.
(1979) estudaram a microbiota produtora de urease em cagdes dos géneros Sphyrna e
Carcharhinus, constatando a prevaléncia de Moraxella spp., representando 87,9% dos
microrganismos identificados. A constatagdo da importancia da uréia no processo de
deteriorac@o dos cagdes tem levado a inimeras pesquisas procurando alternativas para a sua
eliminagdo ou redugdo do tecido muscular na suposi¢do de que a vida util do alimento seria

sensivelmente prolongada.

Assim, Gordievskaya (1973) baseado no fato do sangue apresentar maiores
concentra¢des de uréia, sugeriu a necessidade do imediato e mais completo sangramento
dos esqualos imediatamente apoOs a sua captura, pratica esta atualmente bastante difundida
na captura destas espécies. Este mesmo autor estudou também outros métodos fisicos e
quimicos para a redugao da uréia. Ogawa et al. (1973a) avaliaram o uso de combinagdes de
solugdes de acido acético e cloreto de sodio com este mesmo objetivo, enquanto Torrano &
Menezes (1977) e Torrano (1978) avaliaram, comparativamente, a eficiéncia dos acidos

citrico, acético e latico, concluindo pelo melhor desempenho do acido acético com esta
finalidade.

Baseado nestas pondera¢des e considerando-se a importancia do cagdo na
alimentagdo humana e como matéria-prima para a industria e a necessidade de maiores
conhecimentos sobre a sua deterioragio e os processos de conservagao, desenvolveu-se a

presente pesquisa.
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2. OBJETIVOS

O presente trabalho teve por objetivos:

a.

C.

Otimiza¢do da metodologia para a avaliagdo qualitativa e quantitativa de
bactérias produtoras de urease, visando sua utilizagdo no controle

microbiologico da qualidade do cag@o.

Desenvolvimento de terminologia descritiva e perfil sensorial de filés de

cagao refrigerados.

Caracterizagdo da microbiota produtora de urease em filés de cagdo
armazenados sob refrigeragdo (4°C) e em temperatura de abuso (10°C) e

avaliagao de seu potencial deteriorador.

Estudo das alteragdes fisicas, quimicas, microbiologicas e sensoriais de files
de cag¢do armazenados sob refrigeragdo (0° e 4°C) e em temperatura de
abuso (10°C).

Avaliacdo da eficiéncia do tratamento de filés de cag¢do com acido acético,
particularmente em relag@o a redugéo dos teores de ur€ia € aumento da vida
util, quando armazenados sob refrigeracao (0°C) e em temperatura de abuso
(10°C).
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Cacoes

Os cagdes sdo peixes da classe Chondrichtyes, subclasse Elasmobranchii,
ordem Selachii, familia Squalidae, que habitam os mares tropicais e subtropicais.
Caracterizam-se por apresentar um tipo de escamas chamadas placdides ou denticulos
dérmicos, de estrutura semelhante a de um dente, o que lhes confere uma pele aspera.
Possuem 5 a 7 pares de fendas branquiais, situadas lateralmente na cabega, sendo o corpo
fusiforme, com tamanho que varia de 30 centimetros a 18 metros; sdo todos carnivoros e

marinhos, vivendo em alto mar, tanto no fundo como na superficie ( Ronsivalli, 1978).

Os cagdes da ordem Squaliformes sao encontrados em abundancia na costa
brasileira, sendo que os estudos avaliam que a captura dessas espécies pode ser considerada
subexplorada, principalmente nas regides Norte e Nordeste. Ela € realizada em todos os
Estados litordneos do pais, destacando-se o Rio Grande do Sul e Santa Catarina,
responsaveis por cerca de 55% do total da captura no pais (Superintendéncia de
Desenvolvimento de Pesca, 1987). A maioria das espécies que aqui ocorre pertence as
familias Carcharhinidae e Sphyrnae. De acordo com Torrano & Menezes (1977), as
espécies mais comumente comercializadas sdo Sphyrna sp. (cagao-martelo), Carcharhinus

sp. (cag@o-cinzento), Prionace glauca (cac@o azul) e Isurus oxyrhinchus (anequim).

3.2. Captura de ca¢des no Brasil

A TABELA 1 apresenta dados de captura de cagdes no Brasil, durante os anos
1990-1996.

TABELA 1 - Captura de cagdes no Brasil, anos 1990-1996 (toneladas).

Anos 1990 1991 1992 1993 1994 1995 1996
18.000 19.219 18.890 18.850 18.900 19.570 19.270
Fonte: Food and Agriculture Organization (1997)




3.3. Aproveitamento tecnolégico e alimentar dos cacdes

As espécies de cagdo tém uma importincia econdmica relativa nos diversos
paises, notadamente em fungdo de sua utilizagdo parcial ou integral (couro, barbatanas,
figado, dentes e residuos). Nem todos os cagdes sio passiveis de serem utilizados
integralmente e da mesma forma devido as suas caracteristicas proprias, existindo, em cada
regido, as espécies mais procuradas e, portanto, economicamente mais viaveis (Kreutzer &
Ahmed, 1978).

Deve-se ressaltar que os esqualos apresentam importancia principalmente pelo
valor comercial de sua carne, que sob a forma de filés ou postas é destinada ao consumo
humano, com ampla aceitagio no mercado nacional e internacional, seguido do figado,

usado na produgdo de oleo e vitaminas e do couro, usado para curtimento (Luna & Burgos,
1978).

A defumag@o das barbatanas e da camne fornece produtos muito apreciados no
Japao e na Australia (Ronsivalli, 1978; Shenoy & Dey, 1984). Na forma marinada e de

pastas e palitos secos salgados ¢ consumido em grande escala no Japao (Ronsivalli, 1978).

No Brasil, o cagio é consumido principalmente na forma de filés ou postas,

sendo comercializado na forma refrigerada ou congelada (Torrano, 1978).

No entanto, inimeras pesquisas vem sendo desenvolvidas procurando
alternativas para o consumo desta espécie, principalmente na forma desidratada e salgada
em substituicdo ao bacalhau salgado, produto de larga aceitagdo no pais, mas com custo

bastante elevado, limitando sua aquisi¢do a uma fragdo restrita da populagio.

A este respeito caberia destacar as pesquisas desenvolvidas por Beraquet ef al.
(1975), Torrano & Menezes (1977), Torrano (1978) e Madrid (1982) que avaliaram o
aproveitamento de diferentes espécies de cagdo, estudo de técnicas para remogdo da uréia
residual, otimizando as caracteristicas organolépticas, testes de natureza sensorial
comparativamente ao bacalhau salgado, procurando, assim, desenvolver um sucedineo de

menor custo para consumo da populagio.



Ogawa et al. (1973 a, b), ao lado do aproveitamento da carne, estudaram,
também, a utilizagdo das barbatanas e do o6leo de figado de varias espécies de cagdo. Ja
Jorge (1985) avaliou o uso da carne de cagdo na elaboragdo de almdndegas, combinando o
cagdo salgado e seco com proteina vegetal, obtendo produtos de boa aceita¢do. Finalmente,

Carvajal (1989) estudou a utiliza¢éo do cagdo no preparo de sopas desidratadas.

Todas as pesquisas de aproveitamento da carne de cagdo encontraram como
maior obstaculo o de natureza organoléptica, devido principalmente a alteragao no odor da
carne pela decomposi¢io da uréia e produ¢io de aménia. E por esta razio que pesquisas
visando minimizar este problema tem importincia crucial na maximiza¢io do consumo

desta matéria prima.
3.4. Deterioracio do pescado

Entre os produtos de origem animal, o pescado € um dos mais suscetiveis ao
processo de deteriorag@o devido ao pH proximo a neutralidade, a elevada atividade de agua
nos tecidos, elevado teor de nutrientes facilmente utilizaveis pelos microrganismos, ao teor
de lipidios insaturados, a rapida ag@o destrutiva das enzimas presentes nos tecidos e a alta
atividade metabolica da microbiota (Liston, 1982: Leitdao, 1984; Pedrosa - Menabrito &
Regenstein, 1988; Sikorski ef al., 1994, Ghazala, 1994; Ashie et al., 1996). A deteriora¢do
¢ um fendomeno variavel, determinado pela composi¢do quimica da carne e nimero relativo
de espécies bacterianas presentes e favorecida pelo uso inadequado ou mesmo a falta de
refrigeracdo, condi¢bes higiénico-sanitarias deficientes e inadequado acondicionamento do
pescado durante seu manuseio, armazenamento, transporte e comercializagdo (Gill, 1983;
Sikorski ef al., 1994; Ashie ef al., 1996).

Varios sdao os fendmenos que influem na deterioragdo do pescado, entre eles,

“rigor-mortis”, autolise e a¢do bacteriana.
3.4.1. Rigor-mortis

O “rigor-mortis” ¢ de grande importancia para a conservagdo do pescado pois,

no seu curso, as atividades de muitas enzimas e dos microrganismos sao interrompidas. O



estado de “rigor-mortis” parece dificultar a agdo microbiana, provavelmente, devido a
rigidez do musculo. Desta forma um periodo maior de rigidez é desejavel sob o ﬁonto de
vista de qualidade microbiologica (Pedraja, 1972; Pedrosa - Menabrito & Regenstein, 1988;
Sikorski et al., 1994).

3.4.2. Autolise

O baixo teor de tecido conjuntivo em pescado (2% para teledsteos e 10% para
elasmobranquios contra 17% em carne bovina) e a composi¢io deste tecido, pobre em
elastina e rico em colageno, que por sua vez é um excelente meio para a proliferagdo
bacteriana, torna o musculo bastante suscetivel ao ataque enzimatico (Pedraja, 1972;

Ludorff & Meyer, 1978; Pedrosa - Menabrito & Regenstein, 1988).

O tecido muscular do pescado possui catepsinas muito ativas, bem como
peptidases. Por sua vez, a tripsina dos intestinos pode atravessar a parede abdominal e
atingir os tecidos musculares. Estas enzimas podem gerar aminoacidos e peptideos que

podem servir de substrato para o desenvolvimento de microrganismos (Leitdo, 1984;
Sikorski et al., 1994).

3.4.3. Acao bacteriana

Nos peixes, os microrganismos estdo presentes principalmente no trato
intestinal, guelras e limo superficial. Apés a captura, novas fontes de contaminagio (gelo,
manuseio e equipamentos.) modificam ou aumentam a microbiota inicial, participando das

alteragGes deteriorativas do pescado (Leitdo, 1977; Frazier & Westhoff, 1978; Jay, 1996).

Apesar dos sistemas enzimaticos das bactérias contaminantes serem capazes de
decompor proteinas, o melhor substrato € proporcionado pelos produtos de hidrolise
resultantes da autolise, isto €, aminoacidos, inosina, creatina, uréia, anserina, carnosina,
bases volateis e oxido de trimetilamina que, em conjunto, constituem Os compostos
nitrogenados nédo proteicos - NNP - utilizados preferencialmente pelas bactérias (Shewan,
1976, Sikorski et al., 1994; Ashie, ez al., 1996).



Quantitativamente, as maiores alteragdes associadas & deterioragdo sdo
representadas pela produgdo de bases nitrogenadas volateis (BNV), particularmente
amoénia, trimetilamina, dimetilamina, monometilamina, putrescina, cadaverina e

espermidina.

e Amonia

A formagdo de amonia geralmente resulta da degradagdo do ATP, degradagio

de aminoacidos e hidrolise da uréia (Ludorff & Meyer, 1978; Sikorski e al., 1994)

A degradagdo do ATP muscular, apos a morte, leva a formagdo de aménia,

bases purinicas livres, inosina e hipoxantina (Sikorski ef al., 1994; Ashie et al., 1996)

O elevado teor de uréia no musculo, sangue e 6rgdos é uma caracteristica dos
peixes elasmobranquios, sendo que em espécies marinhas (cagdo, raia) ela representa de 1 a

2,5% do peso do masculo (Tishin, 1970; James & Olley, 1971)

Na carne de cagao, a degradagdo da uréia a amonia ocorre exclusivamente pela
agdo de bactérias contaminantes de origem marinha (Ronsivalli, 1978), ja que é

desconhecida a presenga natural de urease nos 6rgéos e tecidos do pescado.

e Trimetilamina

A formagdo de trimetilamina (TMA) no musculo de pescado ocorre pela

reducdo do oxido de trimetilamina (OTMA) pela ag¢do de bactérias presentes no musculo.
(Liston, 1982; Sikorski ef al., 1994, Ashie et al., 1996).

3.5. Microbiota do pescado
A microbiota natural do pescado apresenta caracteristicas peculiares,

influenciada sobretudo pela natureza do habitat aquatico, temperatura, salinidade e presenca

de matéria organica. (Frazier & Westhoff, 1978; Leitao, 1977, 1984; Sikorski et al., 1994).



Em aguas frias/temperadas a microbiota € composta predominantemente de
bactérias psicrotroficas Gram negativas, principalmente Psycrobacter, Moraxella /
Acinetobacter, Alteromonas (Shewanella), Pseudomonas, Flavobacterium e vibrios (Liston,
1980b, 1982; Hobbs, 1983; Sikorski et al., 1994; Ashie et al., 1996; Jay,1996). Ja em aguas
tropicais, a microbiota ¢ composta principalmente por bactérias mesofilas, dos géneros
Micrococcus, Bacillus, Vibrio, Aeromonas e corineformes (Liston, 1980 b,1982; Lima dos
Santos, 1981, Gram er al., 1990, Sikorski e al., 1994; Ashie et al., 1996; Jay, 1996). A
microbiota inicial do pescado € bastante heterogénea, sendo que o manuseio e estocagem

sob gelo produzem mudangas no nimero, distribuigdo e composi¢do da mesma.

3.6. Efeito dos acidos organicos na inibi¢io do crescimento microbiano em carnes

O uso de aditivos em pescado fresco, associado com outros métodos de
conservagdo, tem sido aplicado com a finalidade de oferecer produtos de melhor qualidade

e de maior vida til (Berberian, 1970, Willians ef al., 1995; Lima & Zapata, 1998).

Os acidos latico e acético, produzidos microbiologicamente, sio conhecidos por
seus efeitos bactericida e bacteriostatico ha muito tempo, e sdo encontrados em alguns
produtos fermentados como iogurte, chucrute, picles, salame e outros, evitando a
deterioragdo de origem microbiana. O consenso de que esses acidos tém baixa toxicidade
a0 organismo humano incentiva o seu uso como agente da reducdo da contaminacdo

microbiologica em carnes (Adams & Hall, 1988; Koos, 1993).

Devido a solubilidade, ao sabor e a baixa toxicidade ao organismo humano, os
acidos orgénicos de cadeia curta como o acético, benzdico, citrico, propidnico, sérbico e
latico, sdo os mais comumente usados em alimentos. O acido acético e seus sais sdo
bastante eficientes e largamente usados como acidulantes e conservadores em alimentos.
Sua agdo conservadora ¢ atribuida a queda de pH provocada no meio, e sua atividade
antimicrobiana inicia-se em concentragdes superiores a 0,5% (Pardi et al., 1994). A
presenca de 1 a 2% de acido ndo dissociado na carne, peixes e produtos vegetais é
geralmente suficiente para a inibigdo bacteriana, desde que boas condi¢des de higiene
sejam mantidas. Os acidos orgénicos sdo classificados como conservadores ou como

acidulantes pela legislagdo brasileira no Decreto n° 55.871 de 23/06/1965 (BRASIL, 1965),
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definidos como substéncias que sdo adicionadas aos alimentos com vistas a impedir ou
retardar a agdo microbiana ou enzimatica protegendo o alimento contra a deterioragdo. O
uso de acido acético € permitido como corretivo de pH, nas condi¢des da Resolugio n°
25/70 (Associag@o Brasileira das Industrias da Alimentagdo, 1989), em diversos alimentos
processados como: em alguns tipos de queijo (1%), peixes em conserva (1%) e carnes em

conserva (1%); ndo havendo referéncia ao seu uso em peixe fresco.
3.7. Métodos para redu¢ao da uréia do misculo de cacio.

Viarias técnicas tém sido recomendadas visando a redu¢ido do teor de uréia no
musculo de cagdo. Sabe-se que a maior concentragio esta presente no sangue, razdo pela
qual € sugerido o sangramento dos esqualos imediatamente apds a captura (Gordievskaya,
1973).

Ogawa et al. (1973a) avaliaram o uso de uma combinagdo de solugdes de acido
acético e cloreto de sodio na remog¢do da uréia da carne de cagdo, verificando que o
tratamento com uma solug@o de acido acetico 1% e cloreto de sodio 15% por 30 minutos a
temperatura de 15°C, foi o mais eficiente na redugdo da uréia. Gordievskaya (1973) avaliou
varios métodos fisicos e quimicos para a redugdo da uréia da camne de cagio, verificando
que o tratamento com acido latico a 1,5% por 3-4 horas a temperatura de 14-16°C, foi o
mais efetivo. Torrano & Menezes (1977) avaliaram o uso de solugdes de acido citrico,
acético e latico, em diversas concentragdes, durante 4 horas a temperatura de 4-5°C, na
remocao da uréia da carne de cagdo, constatando que o tratamento com acido acético a 1%
por 4 horas a temperatura de 4-5°C, foi o que evidenciou melhor desempenho. Finalmente,
Torrano (1978) utilizou solugdes de acido latico, citrico e acético, em diversas
concentra¢des, durante 3 horas & temperatura de 5°C na remocdo da uréia do musculo de
cagdo, verificando a maior eficiéncia do tratamento com acido acético a 1% por 3 horas a

temperatura de 5°C.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. Matéria-prima

O cagdo Prionace glauca descabegado e eviscerado foi adquirido na CEASA-
Campinas, SP e transportado refrigerado para o Laboratério de Pescados e Derivados do
DTA / FEA-UNICAMP, em caixa de isopor contendo gelo picado. A seguir procedeu-se a
obtengdo de filés de aproximadamente 8-10 cm de comprimento e 1,5 cm de espessura, os

quais foram utilizados nas diferentes etapas desta pesquisa.
4.2. Metodologia
4.2.1. Caracterizacao da matéria-prima

e Composicao quimica do caciio

A partir de filés de cagdo obtidos conforme descrito em 4.1 foi retirada uma
amostra para a determinag¢do de umidade, proteinas, lipidios e cinzas, segundo metodologia

descrita em 4.3.2

4.2.2. Otimiza¢do do meio de cultura para diferenciacio e contagem de bactérias
produtoras de urease
e Meio de cultura original

O meio de diferenciac@o utilizado foi otimizado a partir da formulagdo do caldo
uréia proposto originalmente por Christensen (Mac Faddin, 1970) e modificado por Leitdo
et al. (1979), tendo a seguinte composi¢do basica (TABELA 2).
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TABELA 2 — Composi¢@o do agar triptona - extrato de levedura -uréia (agar TEU).

INGREDIENTES CONCENTRACAO (g/1)
Trptona (Difco) 3

Extrato de levedura (Difco) 1

Dextrose (Difco) 1

Na CI (Merck) 5

KH; PO4 (Baker) 14
Vermelho fenol (Merck) 0,012

Agar (Difco) 15

Fonte: Leitao et al. (1979)

¢ Desenvolvimento e avaliacio do desempenho do dgar TEU modificado

a) Avaliacdo do efeito tamponante do dgar TEU

Numa fase inicial formulagdes contendo concentragdes de KH,PO4 de 5, 10, 15
e 20 g/l (A, B, C e D, respectivamente) foram avaliadas quanto ao efeito tamponante do
melo, atraves da diferenciagao e didmetro do halo de viragem do indicador em decorréncia
da adig@o de solugdo de NaOH 0,1 N. Para isto, em placas contendo diferentes formulacdes
de agar TEU, foram feitos orificios aos quais adicionou-se 0,1 ml de NaOH 0,1 N: a seguir,
estas foram mantidas a temperatura ambiente por 2-3 horas, seguido de avaliagio da

diferenciac@o e didametro do halo roseo formado em volta dos orificios.

b) Avaliacio do efeito da inoculacio de Morganella morgani em agar TEU

Formulagdes contendo concentragdes de KH,PO4 de 5, 10 e 15 g/1 (A, Be C,
respectivamente) foram avaliadas quanto a diferencia¢@o e didmetro do halo de viragem do
indicador com base na inoculagdo de cultura pura de Morganella morgani fortemente
produtora de urease. A inoculagdo da cultura foi feita superficialmente, utilizando-se

replicador de Lederberg, com incubagdo das placas a 20° e 30°C durante 48 horas.
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c¢) Contagem de microrganismos produtores de urease em trés formulagdes de dgar
TEU

Ao longo dos ensaios, foram avaliadas diferentes concentragdes de KH,PO, (5,
10 e 15 g/1) procurando melhor adequar o efeito tamponante, restringindo a area de
viragem do indicador. Para isto, as diferentes formulagdes foram testadas, analisando-se
amostras deterioradas de cagdo, utilizando-se as técnicas de semeadura em profundidade e
espalhamento superficial do inéculo, com incubagdo das placas a 20°C por periodos
maximos de 5 dias, expressando-se os resultados em log unidade formadora de coldnias
(UFC/g).

d) Contagem de microrganismos produtores de urease em misculo de cacio inoculado

com Morganella morgani

Nesta etapa, cultura pura de Morganelia morgani foi inoculada em tecido
muscular de cagdo, seguido de contagem por espalhamento superficial em agar TEU
contendo 10 g/l de KH; PO,, concentragio esta selecionada como a ideal, com base nos
ensaios anteriores (a, b, ¢), seguido de incubagdo das placas a 20°C por um periodo méaximo
de 5 dias. Procurou-se, assim, confirmar a adequacidade do agar TEU modificado como

meio diferencial para a contagem de microrganismos produtores de urease.

4.2.3. Desenvolvimento de terminologia descritiva e perfil sensorial de filés de caciio

refrigerados

* Analise Descritiva Quantitativa (ADQ)

a) Desenvolvimento de terminologia descritiva

A terminologia descritiva das amostras foi desenvolvida pelos provadores
utilizando-se o Método Rede, descrito por Kelly e citado por Moskowitz ( 1983). As
amostras de filés de cagdo em diferentes estagios de frescor foram apresentadas aos
provadores em pratos de cerdmica brancos, codificados com numeros de trés digitos. As

amostras foram servidas em pares e os provadores as avaliaram descrevendo suas
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similaridades e diferengas, quanto a aparéncia, aroma € textura manual (FIGURA 1). Na
seqiiéncia, em discussdes abertas com todos 0s provadores, foi obtida de forma consensual,
uma lista de atributos representativos das caracteristicas sensoriais do produto, com a qual
foi elaborada a ficha de avaliagdo descritiva dos filés de cagdo bem como a defini¢ao de

cada descritor e referéncias.

LEVANTAMENTO DE DESCRITORES DE FILES DE CACAO-METODO REDE

Nome: Data.

1. Por favor, compare as duas amostras quanto & Aparéncia e Aroma e indique em que s3o
similares e em que sdo diferentes.

Amostras: €

Similaridades Diferencas
Aparéncia
Aroma
2. Pressione a superficie das amostras, com a ponta do dedo indicador e indique em que
s3o similares e em que sdo diferentes com relag@o a Textura
Similaridades Diferengas
Textura

FIGURA 1 - Modelo de ficha utilizada para o levantamento de termos descritores das
amostras de filés de cagdo, segundo o Método Rede

b) Treinamento e selecio de provadores

Os provadores foram treinados utilizando-se amostras de cagdo em diferentes
estagios de frescor, a ficha descritiva consensualmente desenvolvida, a lista de definic@o
dos termos e as referéncias. Apos o periodo de treinamento, procedeu-se a sele¢do de
provadores, onde trés amostras de cagao em diferentes estagios de frescor foram avaliadas
em trés repetiges, utilizando-se a ficha descritiva obtida no item anterior, a fim de
selecionar os provadores com maior poder de discriminagdo, repetibilidade e concordancia

com os demais membros da equipe. A intensidade de cada atributo sensorial foi avaliada
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através de escalas ndo estruturadas de nove centimetros, ancoradas nos extremos com 0s

termos “fraco” e “forte” ou “nenhum” e “forte”.

Os resultados individuais de cada provador, para cada atributo, foram
estatisticamente avaliados por uma analise de varidncia (ANOVA), tendo como fontes de
variagdo: amostras e repeti¢des. Os niveis de significancia (p) dos valores de F (amostras) e
F (repetigoes) foram computados para cada provador, em cada atributo. Os provadores
foram selecionados com base em sua capacidade discriminatéria (pF amostras < 0,30),
reprodutibilidade (pF repetigdes > 0,05) e julgamento consensual com o restante da equipe,
conforme sugerido por American Society for Testing and Materials (ASTM,1981) e
Damasio & Costell (1991)

¢) Avaliaciao das amostras

Com a ficha descritiva consensualmente desenvolvida, os provadores
selecionados, avaliaram trés amostras de filés de cagdo em trés diferentes estagios de
frescor: fresco, intermediario e no final de vida util . As amostras foram avaliadas em trés
repetigdes. Os dados obtidos foram submetidos a analise de varidncia (ANOVA) de dois
fatores (amostras e provadores) com interagdo para cada atributo. Teste de Tukey (p< 0,05)

foi realizado para comparagio das médias.

4.2.4. Caracterizacio da microbiota produtora de urease em filés de cacdo
armazenados sob refrigeracio (4°C) e em temperatura de abuso (10°C) e

avaliacéo de seu potencial deteriorador

* Contagem da microbiota produtora de urease

Imediatamente apos o processo de filetagem e acondicionamento, conforme
descrito em 4.1, foram separadas porgdes de 25g de filés, adicionadas a 225ml de solucdo
salina peptonada estéril, seguida de homogeneizagdo em liquidificador. A seguir, foram
preparadas diluigdes decimais sucessivas, com semeadura superficial em agar triptona-
extrato de levedura-uréia (agar TEU) modificado, com a seguinte composi¢do: triptona
3g/l, extrato de levedura 1g/l, dextrose 1g/1, NaCl 5g/l, KH;PO, 10g/1, vermelho de fenol
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0,012 g/l e agar 15 g/l. Em continuagio, as placas foram incubadas a 20°C durante 72h,
seguido de posterior contagem de colonias produtoras de urease, evidenciadas pela

presenca de halo roseo em sua volta.

e Caracterizacio e identificacio da microbiota produtora de urease

a) Isolamento e purificagio das culturas produtoras de urease

A partir de placas de agar TEU contendo culturas presuntivamente produtoras
de urease foram feitos isolamentos em tubos de agar TSA (agar soja tripticase) inclinado,
com incubagdio a 30°C/24h. A seguir, realizou-se o isolamento e purificagao dessas
culturas, por estrias em placas de TSA, seguido de incubagdo a 30°C/48h. As culturas
isoladas e purificadas foram submetidas a testes de reconfirmagdo de sua atividade

produtora de urease, através de inoculagdo em agar TEU inclinado.

b) Identifica¢do das culturas produtoras de urease

As culturas produtoras de urease foram submetidas aos seguintes testes:
oxidase, produgdo de indol e Gram (por coloragao e teste com KOH), conforme
procedimentos recomendados por Mac Faddin (1970), International Commission on
Microbiological Specifications for Foods (1978), Krieg & Holt (1984) e Vanderzant &
Splittstoesser (1992). A seguir, as culturas foram submetidas a caracteriza¢ao bioquimica
completa e identificadas em nivel de género ou espécie, de acordo com Krieg & Holt

(1984) e com o auxilio de “kits” do sistema bioquimico de identificagdo CRYSTAL — BD.

e Avaliacio do potencial deteriorador das culturas produtoras de urease

a) Preparacio da suspensido das culturas

A partir de culturas identificadas e com forte atividade produtora de urease
foram preparadas suspensdes em tubos contendo 5 ml de solugdo salina peptonada 0,85%,
correspondendo a escala Mc Farland = 3. A seguir, a suspensao inicial da cultura foi

diluida, de forma a alcangar uma populagio estimada de 10° UFC/ml.
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b) Preparo do extrato de tecido muscular de cacao

Pesou-se 600g de tecido muscular de cagdo, adicionou-se 600 ml de agua
destilada e homogeneizou-se em ligiiidificador por 2 minutos. A seguir, o extrato obtido foi
submetido a cocgdo breve (100°C por 3 minutos), filtrado através de camada de algodao,

distribuido em frascos erlenmeyer e esterilizado a 121 °C por 15 minutos.

¢) Avaliacido do potencial deteriorador das culturas produtoras de urease

Inoculou-se 1 ml da suspensdo bacteriana (padronizada em 10° UFC/ml) em
frascos contendo 600 mi de extrato esterilizado de tecido muscular de cagdo. A seguir, os
extratos foram incubados a 4 °C e 10 °C e nos intervalos de 0,2,4,6,8,10 e 12 dias (4 °C)
€0, 1,2, 3,4 eS5 dias (10 °C) foram realizadas determinagdes de pH (por leitura direta dos
extratos em potenciometro), uréia e contagem de bactérias, de acordo com a metodologia
descritaem4.32e43.3

4.2.5. Estudo das alteracdes fisicas, quimicas, microbiolégicas e sensoriais de filés de

cacao armazenados sob refrigeragio (0° e 4°C) e em temperatura de abuso
(10°C)

Filés de cagdo obtidos conforme descrito em 4.1 foram acondicionados em
bandejas de poliestireno, recobertas com filme de PVC esticavel, seguido de
armazenamento a 0°, 4° e 10°C. Nos intervalos de 0, 2, 6,8, 10 e 12 dias (0° C),0,2,6,8 ¢
10 dias (4°C) e 0, 1, 2 e 3 dias (10°C) foram retiradas amostras e submetidas a analises
sensoriais (aparéncia, aroma e textura) conforme descrito em 4.3.1 Nos periodos de 0, 2, 4,
6, 8, 10 e 12 dias (0°C), 0, 2, 4, 6, 8 e 10 dias 4°C) e 0, 1, 2, 3 e 4 dias (10°C) foram
retiradas amostras e submetidas a analises fisico-quimicas (pH, pH na superficie dos filés,
bases nitrogenadas volateis, uréia, aménia, trimetilamina, nitrogénio n3o protéico e testes
qualitativos para aménia e gas sulfidrico) e microbiologicas (contagens de bactérias
psicrotroficas e bactérias produtoras de urease) de acordo com a metodologia descrita em
432e433
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4.2.6. Estudo das alteracdes fisicas, quimicas, microbiologicas e sensoriais de filés de
cacio submetidos a tratamento prévio de reducdo do teor de uréia e

armazenados sob refrigeracio (0°C) e em temperatura de abuso (10°C)

Filés de cagdo, obtidos conforme descrito em 4.1, foram submetidos a
tratamento por imersdo em solugdo de acido acético 1% por 3 horas a 5°C, segundo o
procedimento recomendado por Torrano (1978). A seguir, os filés foram removidos da
solugdo, lavados em agua potavel e acondicionados em bandejas de poliestireno recobertas
com filme de PVC esticavel, seguido de armazenamento a 0° e 10°C. As amostras controle
foram constituidas por filés de cagdo imersos em agua destilada 2 mesma temperatura
durante o mesmo tempo, acondicionadas e armazenadas nas mesmas condi¢des que as

amostras tratadas.

Nas amostras tratadas com acido acético 1%, nos intervalos de 0, 2, 4, 8, 10, 14 e 16
dias (0°C) e 0, 1, 2, 3 e 4 dias (10°C) e nas amostras controle, nos periodos de 0, 2, 4, 8, 10
e 12 dias (0°C) e 0, 1, 2, 3 e 4 dias (10°C), foram retiradas amostras e submetidas a analises
sensoriais (aparéncia, aroma e textura), conforme descrito em 4.3.1. Nos filés tratados com
acido acético 1%, nos periodos de 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14 e 16 dias (0°C) € 0, 1, 2, 3 e 4 dias
(10°C) e nos filés controle, nos intervalos de 0, 2, 4, 6, 8,10 e 12dias (0°C)e0,1,2,3 e 4
dias (10°C), foram retiradas amostras e submetidas a analises quimicas (uréia) e
microbiologicas (contagens de bactérias psicrotroficas e bactérias produtoras de urease) de

acordo com a metodologia descrita em 4.3.2¢4.3.3
4.3. Métodos Analiticos
4.3.1. Anailise sensorial

Uma equipe de dez provadores treinados avaliou as amostras por meio de
escalas ndo estruturadas de 9 centimetros, utilizando a ficha de avaliagdo descrita na
FIGURA 6. Os atributos avaliados foram: aparéncia, aroma e textura. As amostras foram

apresentadas aos provadores em pratos brancos de ceramica, recobertos com filme de PVC

esticavel, codificados com nimeros de 3 digitos selecionados aleatoriamente.
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4.3.2. Anilises fisico-quimicas

* Proteinas - Método micro Kjeldhal, fator 6,25 para conversdo em proteina total (Horwitz,
1980).

* Lipidios - Método de extracio de lipidios (Bligh & Dyer, 1959)

* Cinzas - Método por incinera¢do em mufla a 550 — 600°C, até peso constante (Horwitz,
1980).

¢ Umidade - Método gravimétrico por secagem em estufa a 105°C, até peso constante
(Horwitz, 1980).

opH

O pH foi medido utilizando-se misculo homogeneizado em 4gua destilada, na proporg¢do de

1 : 4 (Neto, 1984), utilizando-se potenciémetro Micronal B-374.
* pH na superficie dos filés

O pH dos filés foi medido em potencidmetro Sentrom 1001, modelo 1080
pH/T, com precisdo de +/- 0,1 pH e eletrodo de vidro apropriado para determinagdes de pH
na superficie de carnes. O pH foi medido através de leituras em trés diferentes pontos do
filé.

* Bases nitrogenadas volateis — BNV - Método descrito por Howgate (1976).
e Uréia - Método proposto por Waller (1980).

* Amoénia - Método descrito por Adler-Nissen ( 1979).

® Trimetilamina - TMA - Método proposto por Murray & Gibson (1972).

* Nitrogénio nio protéico — NNP — Método descrito por Horwitz (1980).
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e Testes qualitativos para aménia e gis sulfidrico - Método descrito pelo Instituto

Adolfo Lutz (1985).

4.3.3. Analises Microbiologicas

e Contagem de bactérias psicotroficas

Em éagar padrio para contagem total (Difco) com espalhamento superficial e incubagéo a 20

°C por 72 horas. (Oliveira & Parmelee, 1976; Vanderzant & Splittstoesser, 1992)
e Contagem de bactérias produtoras de urease

Em agar TEU (triptona — extrato de levedura — uréia) modificado e otimizado, conforme
descrito em 4.2.2, com espalhamento superficial e incubagdo a 20 °C por um periodo

maximo de 5 dias.
4.3.4. Analise estatistica
As variaveis estudadas foram submetidas a analise de variancia (ANOVA) e as

médias individuais comparadas através do teste de Tukey ao nivel de 95% de significancia

(Gomes, 1990) através do programa SAS, 1992.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

S.1. Caracterizaciio da matéria-prima

S.1.1. Composi¢io quimica

A TABELA 3 mostra os dados de composi¢io quimica do musculo de cagdo

(Prionace glauca ).

TABELA 3 - Composigao quimica do masculo de cagao*.

Umidade Proteinas Lipidios Cinzas
(o) (%) (%) (%)
83,20 14,90 0,85 0,09

* Valores médios de trés repeti¢oes.

Os dados contidos na TABELA 3 representam valores médios de COmposi¢ao
quimica. Inumeros fatores afetam a composigdo quimica do pescado. Entre outros, a
espécie estudada, estagio de desenvolvimento, condi¢des nutricionais e do ambiente,
poderdo influir nos valores determinados. Assim, Ogawa ef al. (1973b), analisando
amostras de cagdo Prionace glauca capturado no Nordeste brasileiro, detectaram os
seguintes valores: umidade 75,6%, proteinas 20,1 %, lipidios 4,7% e cinzas 1,5 %. Ja
Torrano & Menezes (1977), analisando a mesma espécie, mas capturada na costa sul do
Brasil, constataram a seguinte composigio: umidade 83%, proteinas 15%, lipideos 0,80% e
cinzas 0,08%. Os valores detectados na presente pesquisa sio bastante semelhantes aos

constatados por estes ultimos autores citados.
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5.2. Otimizacdo do meio de cultura para diferenciacio e contagem de bactérias

produtoras de urease

a) Avaliacdo da capacidade tamponante do agar TEU

A visualizagdo do halo roseo formado nos orificios (com 0,1 ml de NaOH 0,1N)
das placas com agar TEU contendo diferentes concentragdes de KH; POy : A (5g/l), B
(10g/1), C (15g/L) e D (20g/1), revelou que o formado na formulagdo “B” (10g/l) de KH,
PO,) apresentou uma melhor diferenciagdo em relagdo aquele formado nas outras
formulagdes. (FIGURA 2).

FIGURA 2 - Halos réseos formados nas placas com agar TEU contendo diferentes
concentragdes de KH,POs: A (5g/1), B (10¢/1), C (15g/l) € D (20¢/l), com
orificios inoculados com 0,1 ml de NaOH 0,1N

Foram considerados como critérios importantes na defini¢io da concentracio
ideal de KH,PO4 para melhor diferenciagdo, o didmetro do halo formado e a sua
intensidade de coloragdo. A este respeito, Leitdo ef a/ (1979) avaliaram o efeito tamponante

do agar TEU contendo diferentes concentragdes de KH, PO, (2 a 18g/l), através da
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titulagdo do meio com NH4OH 0,1N, verificando que a formulagdo contendo 14g/l de KH,

PO, foi a mais adequada.

b) Avaliaciio do efeito da inoculacio de Morganella morgani em igar TEU

e Efeito da inoculaciio, por picada de Morganella morgani em agar TEU,

com incubacio a 20°C por 48 horas.

Na FIGURA 3, pode-se observar a variabilidade na diferenciagdo da cultura de
Morganella morgani em fungdo da variagdo nos teores de KH,PQ,. Pode-se notar que a
concentragao de 10g/l de KH;PO4 (B) com 48 horas de incubagio a 20°C, foi a que
permitiu a melhor caracterizagdo da rea¢io, embora ainda houvesse espalhamento
acentuado do halo de viragem do indicador. Este resultado confirma a constatagdo anterior

(item a), na qual a viragem foi obtida com utilizagio de NaOH 0,1N.

A B C

FIGURA 3 - Halos roseos formados nas placas com agar TEU contendo diferentes

concentragdes de KH,PO4 : A (5g/1), B (10g/1) e C(15g/1) inoculadas por
picada, com Morganella morgani e incubadas a 20°C/48 horas.
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e Efeito da inoculagiio, por picada de Morganella morgani em agar TEU, com

incubaciio a 30°C por 48 horas.

Na FIGURA 4, pode-se observar a variabilidade na diferenciagdo da cultura de
Morganella morgani em fungdo da variagdo na concentragdo de KH,PQ,. Pode-se notar
que nenhuma das concentragdes de KH,PO, avaliadas, apos incubagio a 30°C, por 48
horas, permitiu uma boa caracterizagio da reacdo, observando-se um espalhamento
acentuado do halo de viragem do indicador, dificultando a diferenciagdo das colonias

produtoras de urease formadas.

N .

FIGURA 4 - Halos roseos formados nas placas com agar TEU contendo diferentes
concentrages de KH,PO4: A (5¢/1), B (10g/1) e C (15g/1), inoculadas por
picada, com Morganella morgani e incubadas a 30°C/48 horas.

Este problema € particularmente critico em culturas dos generos Proteus e
Morganella, que apresentam a reagio de espalhamento (“swarming”) muito pronunciada,
dificultando a caracterizagdo de coldnias isoladas. Nestas condigdes, a secagem prévia das
placas e o nimero reduzido de colonias formadas sio condigdes importantes no sentido de
garantir uma melhor diferencia¢do. Ja Leitdo et al. (1979), ao desenvolverem o agar TEU

haviam constatado esta dificuldade na caracterizagdo das culturas produtoras de urease.

No entanto, os resultados obtidos nesta pesquisa revelaram que o agar TEU
contendo 10g/l de KH,PO, (formulagio B) mesmo com as limitagdes assinaladas, foi o que
evidenciou um melhor desempenho na diferenciacdo das culturas produtoras de urease,

apos incubag@o a 20°C/48 horas.
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¢) Contagem de bactérias produtoras de urease em trés formulacdes de agar TEU

Analisou-se amostras deterioradas de cagdo, avaliando-se as diferentes
concentragdes de KH,POs e o uso das técnicas de semeadura em profundidade e
espalhamento superficial. Os resultados novamente sugeriram a concentragdo de 10g/l de
KH,PO4 (formulagdo B) como a mais indicada obtendo-se, também, maiores contagens
pela técnica de espalhamento superficial comparativamente a de semeadura em
profundidade (FIGURA 5 e TABELA 4).

Na FIGURA 5, observam-se as colonias produtoras de urease desenvolvidas no
agar TEU.

FIGURA 5 — Col6nias produtoras de urease provenientes de ca¢io em agar TEU, contendo
10g/l de KH,PO, utilizando a técnica de espalhamento superficial e
incubag¢do a 20°C/48 horas.
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TABELA 4 — Contagens de bactérias produtoras de urease (log UFC/g) de amostras de
cagdo deteriorado, em agar TEU contendo diferentes concentra¢es de

KH,PO,.
Técnica de Inoculagdo | Repetigao Nivel deadicdo de KH;POy4
A 5g/l) B (10g/1) C (15¢/)

1 5,76 6,30 4,60
Semepduoicon 3 5,30 6,54 4,71
prefindcads 3 5,50 6,69 4,65
Média x 5.52 6,51 4.65
1 6,44 6,81 5,30
Espalhamento superficial 7 6,50 6,98 5.91
3 6,38 6,85 5,54
Média 6,44 6,88 5,58

Os resultados obtidos (TABELA 4) confirmam a presenca de populagdes
elevadas de bactérias produtoras de urease nas amostras de cagdo, com evidéncias de
deterioracdo. Resultados semelhantes foram constatados por Leitdo ef al. (1979) e Waller
(1980) que relataram a presenga de populagdes elevadas de bactérias produtoras de urease

em amostras de cagdo em estagios avangados de deterioragao.

d) Contagem de bactérias produtoras de urease em miusculo de ca¢iio inoculado com

Morganella morgani

Nos ensaios em que se inoculou culturas puras de M. morgani em tecido
muscular de cagdo, seguido de contagem por espalhamento superficial, em meio contendo
10g/1 de KH,PO4 (formulagao B), os resultados obtidos confirmaram o desempenho
satisfatério do agar TEU modificado, embora ndo permitindo a recuperagio total do inoculo
adicionado. Os indices de recuperacdo, em dois ensaios efetuados, oscilaram entre 18,2 e
20,8%, sendo provavel que em fungdo da composigdo do meio, relativamente restrito em
nutrientes, nem todos os microrganismos presentes tenham tido condigdes Otimas de

desenvolvimento. Além disso, a temperatura de incubagdo (20°C) favorece o
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desenvolvimento de psicrotroficos, restringindo o de microrganismos meséfilos, caso da

maioria dos microrganismos da familia Enterobacteriaceae.

Em conclus@o, os resultados obtidos nesta pesquisa revelaram que o agar TEU
contendo 10g/1 de KH,PO, e utilizado com a técnica de espalhamento superficial, teve um
desempenho satisfatorio, permitindo uma melhor caracterizagdo das colénias produtoras de

urease e uma clara diferencia¢do daquelas ndo produtoras.

Entretanto, o a4gar TEU modificado ainda revelou duas deficiéncias: no caso de
culturas fortemente produtoras de urease, o halo formado disseminava-se rapidamente pelo
meio, dificultando a caracterizagao dessas colonias ap6s incubagio prolongada (72 h); além
disso, no caso de placas com crescimento excessivo de colonias, a diferenciagio era

também muito dificultada, pela confluéncia dos halos.

5.3. Desenvolvimento de terminologia descritiva e perfil sensorial de filés de cacdo

refrigerados

5.3.1. Terminologia descritiva

Os provadores desenvolveram sete termos descritores para descrever as similaridades e
diferengas sensoriais entre as amostras de filés de cagdo avaliadas. Cada termo descritor foi
definido em consenso pela equipe, que também sugeriu as amostras de referéncia dos
mesmos, bem como as referéncias de intensidade que ancoraram os extremos das escalas
durante o treinamento dos provadores (TABELA 5). Os termos descritores desenvolvidos

foram utilizados na elaboragdo da ficha de avaliagdo sensorial das amostras (FIGURA 6).

5.3.2. Sele¢io dos provadores

A TABELA 6 apresenta os valores de p amostras para cada um dos 14
provadores, em relagdo aos 7 atributos avaliados. De acordo com os critérios de selecdo
aplicados nesta pesquisa, verifica-se que a maioria dos provadores apresentaram deficiéncia
discriminatoria em, no maximo, dois atributos dos sete julgados, resultados esses que

podem ser considerados bastante satisfatorios.
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TABELA 5 — Defini¢io dos termos descritivos e referéncias usadas como extremos de
escala de intensidade na Analise Descritiva Quantitativa (ADQ) de files de

cagao.

ATRIBUTO

DEFINICAO

REFERENCIA

Cor caracteristica

Intensidade de cor rosada
viva caracteristica de filé
de cagao fresco

Fraca: Filé de cagdo deteriorado
(armazenado a 10°C por 2-3 dias)
Forte: Filé de cagdao fresco
(armazenado a 0°C por 1-4 dias)

Manchas
amarelo-esverdeadas

Intensidade de
amarelo-esverdeada
caracteristica de filé de
cacdo deteriorado

cor

Nenhuma: Filé de cagdo fresco
(armazenado a 0°C por 1-4 dias)
Muita: Filé de cacdo deteriorado
(armazenado a 10°C por 2-3 dias)

Brilho

Qualidade de reflexdo da
luz

Fraco: Filé de cacdo deteriorado
(armazenado a 10°C por 2-3 dias)
Forte: Filé de ca¢do fresco
(armazenado a 0°C por 1-4 dias)

Aspecto imido

Presenca de agua
exsudada na superficie do
filé

Fraco: Filé de cagdo deteriorado
(armazenado a 10°C por 2-3 dias)
Forte: Filé de cagdo fresco
(armazenado a 0°C por 1-4 dias)

Aroma de peixe fresco

Aroma associado a agua
de mar, algas marinhas,
caracteristico de peixe
fresco

Nenhum: Filé de cagdo deteriorado
(armazenado a 10°C por 2-3 dias)
Forte: Filé de cacdo fresco
(armazenado a 0°C por 1-4 dias)

Aroma de amonia

Aroma caracteristico de
uma solu¢do aquosa de
Cloreto de amdnia

Nenhum: Agua destilada (filé de
cagdo fresco)
Forte: Solugdao aquosa de Cloreto
de Amonia 10% (filé de cagdo
deteriorado)

Firmeza

Resisténcia do filé ante a
pressdo dos dedos

Pouca: Filé de cagdo fresco
(armazenado a 0°C por 1-4 dias)
Muita: Filé de cacdo deteriorado
(armazenado a 10°C por 2-3 dias)
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AVALIACAO SENSORIAL DE FILES DE CACAO

Nome: Data:

POR FAVOR, FACA UM TRACO VERTICAL NA ESCALA NO PONTO QUE MELHOR DESCREVE A
INTENSIDADE DE CADA ATRIBUTO

AMOSTRA:
APARENCIA:
1) Cor caracteristica: IL i
Fraca Forte

2) Manchas amarelo-esverdeadas: I!_ l

Nenhuma Muita
3) Brilho: |L I
Fraco Forte
4) Aspecto umido: = |
Fraco Forte
AROMA:
1) Peixe fresco: ll i
Nenhum Forte
2) Amdnia: - f
Nenhum Forte
TEXTURA:
1) Firmeza: Il I
Pouca Muita

FIGURA 6 - Ficha de avaliagdo sensorial das amostras de filés de cagdo.
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TABELA 6 — Valores de p amostras obtidos por quatorze provadores em cada atributo no
teste de selegdo da equipe (Valores desejaveis: p amostras < 0,30. Valores em
italico e grifado indicam poder discriminativo insuficiente)

Provador | COR | MAVE BRIL ASUM PEFR | AMON FIRM ** Total

1 0,0004 | 0,0001 | 0,0047 | 0,0064 | 0,0002 | 0,0043 | 0,0060 0

2 0,0001 | 0,0017 | 0,0059 | 0,0006 | 0,0001 | 0,0001 | 0,0001 0

3 0,0001 | 0,0001 | 0,0001 | 0,0001 | 0,0001 | 0,0001 | 0,0001 0

4 0,0052 | 0,0031 | 0,0010 | 0,0097 | 0,0111 | 0,0001 | 0,0013 0

5 0,0001 | 0,0001 | 0,0001 | 0,0001 | 0,0026 | 0,0001 | 0,0637 0

6 0,0289 | 0,0003 | 0,0865 | 0,0886 | 0,0142 | 0,0001 | 0,0230 0

7 0.3223| 0,0083 | 0,1926 | 0,0627 | 0,0187 | 0,0091 | 0.8243 -

8 0,0001 | 0,0044 | 0,0140 | 0,0007 | 0,0003 | 0,0031 | 0,0031 0

9 0,0002 | 0,0001 | 0,0003 | 0,0001 | 0,0001 | 0,0001 | 0,0014 0

10 |0,0001| 0,0001 | 0,0001 | 0,0001 | 0,0009 | 0,0001 | 0,0026 0

11 0,0001 | 0,0001 | 0,0001 | 0,0001 | 0,0024 | 0,0012 | 0,0001 0

12 [0,0182] 0,0398 | 0,0231 | 0,0232 | 0,0564 | 0,0130 | 0,0613 0

13 |0.0001]| 0,0001 | 0,0001 | 0,0001 | 0,0001 | 0,0001 | 0,0010 0

14 0,1109 | 0,0714 | 0,1102 | 0,0842 | 0,0845 | 0,0879 | 0.4167 1

Total 1 0 0 0 0 0 2
** Total de ocasides em que o poder discriminativo mostrou-se insuficiente
Legenda:
COR: cor caracteristica. BRIL: brilho PEFR: aroma de peixe fresco
MAVE: manchas amarelo-esverdeadas. ASUM: aspecto umido AMON: aroma de amdnia
FIRM: firmeza
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A TABELA 7 lista os valores de p repeticbes e verifica-se que a equipe

apresentou boa reprodutibilidade entre as repetigdes. Os provadores 2, 3 e 11 apresentaram

deficiéncia de repetibilidade com relagdo a um atributo.

TABELA 7 — Valores de p repeti¢es obtidos por quatorze provadores em cada atributo no
teste de selec@o da equipe (Valores desejaveis: p repetigdes > 0,05. Valores
em italico e grifados indicam reprodutibilidade insuficiente)

Provador | COR MAVE BRIL ASUM PEFR AMON FIRM

] 0,2779 | 0,6984 0,2473 0,3112 0,0491 0,4644 0,3927

2 0.0344 | 0,7298 0,5392 0,1437 0,0644 0,3116 0,6926

3 0,6553 0,1384 0,0348 0,9121 0.7575 0,7422 0,2515

4 0,2196 | 03167 0,0613 0,2728 0,3693 0,3881 0,3147

5 0,2215 | 0,4444 0,7436 0,4225 0,3406 0,4444 0,4444

6 0,8989 | 0,2745 0,7433 0,7654 0,6477 0,4572 0,0688

7 0,9201 0,5113 0,4411 0,8464 0,5188 0,8420 0,6736

8 0,2101 0,5365 0,5660 0,4236 0,2682 0,3291 0,6115

9 0,2712 | 0,4839 0,1500 0,1091 0,6049 0,3460 0,3154

10 0,1253 0,4444 0,3630 0,2475 0,9771 0,6732 0,7342

11 0,2520 | 0.0434 0,5691 0,2890 0,8283 0,5401 0,2386

12 0,8496 | 0,9308 0,6958 0,6126 0,3519 0,3997 0,2723

13 0,8711 0,6374 1,0000 0,6067 0,4444 0,6449 0,3934

14 0,7699 | 0,8367 0,4245 0,2825 0,3527 0,7694 0,8243
—

COR: cor caracteristica. BRIL: brilho PEFR: aroma de peixe fresco

MAVE: manchas amarelo-esverdeadas.

FIRM: firmeza

ASUM: aspecto umido
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A TABELA 8 lista as médias de cada provador e da equipe sensorial, para cada
atributo, por amostra. Por esta tabela, pode-se avaliar a concordéncia de cada provador com
o julgamento da equipe. Verifica-se que todos os provadores apresentaram consenso em
relacdo 4 equipe. A deficiéncia em discriminagdo, apresentada pelos provadores 7 e 14, foi

decisiva na eliminagéo destes da equipe final de avaliagdo das amostras.

Desta forma, prosseguiu-se a analise sensorial das amostras de filés de cagao,

com uma equipe de doze provadores, avaliando 7 atributos.

Algumas deficiéncias discriminatorias e de repetibilidade dos individuos com
relagdo a alguns atributos sensoriais s3o indesejaveis, porém de ocorréncia regular em
testes sensoriais. Assim, estabelecer a propor¢do de atributos que o provador deve
discriminar dentre o total dos julgados, de forma que ele/ela possa ser selecionado para
compor a equipe sensorial final, tem sido uma problematica abordada por varios

pesquisadores (Fischman ez al., 1987).

Stone et al. (1974) revelaram que qualquer provador com valor de F
significativo a p < 0,50 contribui para a discriminagdo entre amostras, porém nao indicam
quantos atributos, do total dos que sao avaliados no estudo, devem ser utilizados para a

selecio.

Segundo Powers ef al. (1984), o nivel minimo de significdncia para F amostra
depende, em cada caso, das caracteristicas do produto, do objetivo do teste e em alguns

casos até do namero de provadores disponiveis.
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TABELA 8 - Notas (médias) atribuidas pela equipe sensorial (ES) e médias individuais de
cada um dos quatorze provadores, em cada atributo, no teste de selegdo da

equipe.

PROVADORES

Atributo | A

ES |1

6

8

9

10

11

12

13

14

747 |7.83

8.33

7.86

?

8,23

8.46

5,66

8,40

7,86

7.86

7,03

7,30

8,66

6,30

Cor 2

433" |4.53

4,50

4.40

3,93

3.53

»

4,56

6,06

3,43

-]

4,76

4,00

2,76

4,26

2,56

0,37° 10,33

0,30

0,70

0.10

0.10

0,96

0,56

0,23

0,13

0,23

0,56

Ed

0,10

0,30

0,67° | 0,40

0,20

0,70

0,33

0,10

0,40

0,86

0,26

0,10

0,60

1,53

0,13

2,63

MAVE

2,37° 10,86

2,06

1.56

2,63

1,63

0,86

2.43

2,60

3,30

0,63

4,00

4,03

0,18

6,53

8,05 |7.06

7,00

7.06

8,80

8,80

7,36

8,00

7,86

8,73

8.80

8.10

8,13

8,36

8,66

7,08" 16,23

7,13

7,60

7.86

8,50

»

5.83

4,03

8.33

7,73

8,23

7,40

5.76

8.76

5,76

BRIL 2

2.96° [2,93

2,60

3,43

3.96

0,23

4,53

3.56

4,56

3,03

3,60

1,86

1,43

4,30

1,50

0,80° | 1,03

1,00

1,00

0,36

0,10

1,50

1.63

1,80

?

0,20

0,30

0.23

0,86

0,93

0,26

7.30° (7,03

b4

8,06

7.33

5,86

8,63

6,03

6,76

8,13

8.23

8,33

7.26

5,86

8,76

5,86

ASUM |2

3,16° [3.70

4,00

3,70

1,90

0,36

4,70

3.90

4,40

3,70

4,06

2,36

1,83

3,60

2,06

0,63° |0.50

]

0,60

0,76

0.10

0,10

1,46

1,56

1,30

0,23

0,23

0.33

0,93

0,40

0,33

7.31* |7.16

8,36

7,83

8,13

8,63

5.63

6.83

8,10

8,46

7.23

6.83

4,60

8,80

5,86

PEFR

3.87° |5,03

3,50

5,66

4,53

2,73

3,10

3.83

4,50

4,03

2,43

3,30

1,56

3,80

2,20

0,35° 10,83

?

0,53

0,60

0,10

0,10

0,30

0,63

0,56

»

0,23

0,10

0,26

0,33

0.10

0,26

0,93° 0,16

0,33

0,96

0,16

0,10

0,66

1.40

0,93

0,23

0,10

1,83

3,46

0,10

2,60

AMON

2,66° 10,23

1.87

2.03

1.10

1.16

0,73

3,23

2.86

3,56

2,30

426

513

2,40

6.46

8,13° |6,70

7,40

7.00

8,80

8.80

6,90

7,70

8.30

8.80

8,70

8,70

8.60

8.73

8.73

3,52° 1233

1.66

3.20

6,06

8.80

3.56

4.40

1,16

1,56

1,53

E

1,33

4,83

1.40

7,53

4.47° 1426

4,90

4,50

4.96

2,63

446

3,86

3,00

3,33

3.33

5.26

6,60

4,00

3,50

7,00° 1730

8,50

8,23

0,80

8,80

6,93

5,63

8,43

7,66

7.86

8,16

7,76

8,73

3,26

Legenda:
A amostras.

COR: cor caracteristica
MAVE: manchas amarelo-esverdeadas.

BRIL: brilho
FIRM: firmeza

ASUM: aspecto amido
PEFR: aroma de peixe fresco
AMON: aroma de aménia
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5.3.3. Perfil sensorial das amostras

Os perfis sensoriais de cada uma das amostras de filés de cagdo estao expressos
graficamente através da FIGURA 7, conforme dados fornecidos pela Analise Descritiva
Quantitativa das amostras. O centro da Figura representa o ponto zero da escala de atributo,
enquanto a intensidade aumenta do centro para a periferia. A média de cada atributo em
cada produto é marcada no eixo correspondente € 0 perfil sensorial ¢ tragado pela conexao
dos pontos. Os resultados da FIGURA 7 sdo complementados pela TABELA 9, que
apresenta as médias obtidas pelas amostras em cada atributo e os resultados do teste de
Tukey. A amostra 1 tratava-se de filés de cagdo fresco (armazenado a 0'C por 1-4 dias), a
amostra 2 era composta por filés de cagdo em grau intermediario de frescor (armazenado a
0°C por 4-6 dias), enquanto que, a amostra 3 era constituida por filés de ca¢do em fim de
vida atil (armazenado a 10°C por 2-3 dias). Através da FIGURA 7 e dos dados listados na
TABELA 9 verifica-se que a amostra 1 (filés de cagdo fresco) distinguiu-se das demais
amostras, por apresentar maior intensidade de cor caracteristica, menor intensidade de
manchas amarelo - esverdeadas, brilho mais intenso, aspecto mais Umido, aroma mais
intenso de peixe fresco, aroma menos intenso de amonia ¢ menor firmeza. A amostra 3
(filés de cagdo em fim de vida atil), por sua vez, caracterizou-se por apresentar cor menos
caracteristica, maior intensidade de manchas amarelo — esverdeadas, brilho menos intenso,
aspecto menos umido, aroma menos intenso de peixe fresco, aroma mais intenso de amonia
e maior firmeza que as demais amostras. A amostra 2 (filés de cagdo em grau intermediario

de frescor) apresentou caracteristicas sensoriais intermediarias entre as amostras 1 e 3.

A maior intensidade de cor caracteristica, menor intensidade de manchas
amarelo — esverdeadas, brilho mais intenso, aspecto mais umido, aroma mais intenso de
peixe fresco, aroma menos intenso de amonia e menor firmeza, apontada pelos provadores,
revelou que os filés de cagdo armazenados a 0°C mantém suas caracteristicas sensoriais.
Portanto, o armazenamento dos filés a 0°C, por aproximadamente 6-8 dias, permite obter

filés de boa qualidade sensorial.
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Cor caracteristica
107

8 |
Firmeza
\\ 6
\ :

Aroma de amodnia .

_~Manchas amarelo-esverdeadas

Aroma de peixe fresco® “Aspecto timido

—®— Amostra 1 - - -A- - - Amostra 2 —e— Amostra 3 |

FIGURA 7 — Perfil sensorial das amostras de filés de cagao

Amostra 1: Filés de cagdo fresco Amostra 2: Filés de cagdo em grau intermediario de frescor
Amostra 3: Filés de cagdo em fim de vida qtil

TABELA 9 — Atributos sensoriais que caracterizam as amostras de filés de cacdo (valores

médios)

Atributo Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3
Cor caracteristica 7,56 4,15° 0,47°
Manchas amarelo-esverdeadas 0,57 2,19° 7,99
Brilho 7,09* 2,86" 0,82°
Aspecto umido 7,26 2,83° 0,53¢
Aroma de peixe fresco 7,517 4,22° 037
Aroma de aménia 0,73¢ 2,24° 8,02°
Firmeza 3.91° 4,51° 6,44
Meédias com a mesma letra nas linhas nio diferem significativamente (p < 0,05) entre Si,
pelo teste de Tukey.

Amostra 1: Filé de cagdo fresco Amostra 2: Filé de cagdo em grau intermedizrio de frescor

Amostra 3: Filé de cagio em fim de vida wtil.
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A menor intensidade de cor caracteristica, maior intensidade de manchas
amarelo-esverdeadas, brilho menos intenso, aspecto menos imido, aroma menos intenso de
peixe fresco, aroma mais intenso de amonia e maior firmeza, apontada pelos provadores,
mostrou que o armazenamento dos filés de cagdo a 10°C produz mudangas indesejaveis nas
caracteristicas sensoriais do produto, produzindo a deterioragio dos filés, durante o

armazenamento a 10°C por 2-3 dias.

5.4. Caracteriza¢io da microbiota produtora de urease em filés de ca¢iio armazenados
sob refrigeracio (4°C) e em temperatura de abuso (10°C) e avaliacio de seu

potencial deteriorador

5.4.1. Identificacio de culturas produtoras de urease

A identificagdo das culturas produtoras de urease, isoladas de filés de cagao,
revelou a predomindncia de cepas de Flavobacterium odoratum (40%), Shewanella

putrefaciens (20%) e Pseudomonas diminuta (15%).

Dentre os microrganismos presentes na microbiota natural do pescado e
derivados destacam-se Pseudomonas, Alteromonas, Flavobacterium,
Moraxella/Acinetobacter, Alcaligenes, Bacillus, Shewanella, Micrococcus, corineformes,
vibrios e clostnidios. (Liston, 1980b; Liston, 1982; Hobbs, 1983; Gram et al.,
1987, Sofos, 1994 Sikorski, et al.,1994; Ashie et al., 1996; Gram & Huss,
1996, Jay, 1996)

Yap (1979), em estudos realizados com amostras de cagdo (Galeorhinus
australis) estocado sob gelo, verificou a prevaléncia de Pseudomonas spp. (40%) seguido
de Micrococcus spp. (30%) e Moraxella spp. (15%). Leitdo et al. (1979) estudaram a
microbiota de amostras de cagdo dos géneros Sphyrna e Carcharhinus, constatando a
predominancia de Moraxella spp. (87,9%), seguido de Proteus (10,3%) e Flavobacterium
spp. (1,8%).

Portanto, os resultados obtidos nesta pesquisa revelam que as bactérias

identificadas em cagdo (Prionace glauca) estdo incluidas em géneros comumente descritos
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na literatura como de ampla ocorréncia nessas espécies, bem como em outras especies de
pescado de origem marinha. E evidente que fatores como espécie em estudo, diferentes
condigdes de captura, manuseio e estocagem e principalmente a temperatura das aguas

seriam aspectos fundamentais na diversidade da microbiota contaminante.
5.4.2. Avaliacio do potencial deteriorador das culturas produtoras de urease

a) Variaciao do pH em extratos de misculo de ca¢do, durante incubacio a 4° e 10°C

A FIGURA 8 e TABELA 1A apresentam dados da variagao do pH em extratos
de musculo de cagdo inoculados com as bactérias em estudo, durante incubagdo a 4° e

10°C.

86 4

8,4 - | ——F. 0.-4°C
. —8—P. D -4°C
B —%—S. P.-4°C
8,0 - —a&—F. O.-10°C
ey —%—P.D.-10°C
= —e—SP.-10°C
767
7.4 1

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Tempo (Dias)

FIGURA 8 - pH em extratos de musculo de cagdo inoculados com as culturas bacterianas,
durante incubacio a 4° e 10°C
F.O. - 4°C: F. odoratum a 4°C F.O. - 10°C: F. odoratum a 10°C
P.D. —4°C: P. diminuta a 4°C P.D. - 10°C: P. diminuta a 10°C
S.P. —4°C: S. putrefaciens a 4°C S.P. - 10°C: §. putrefaciens a 10°C
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A 4°C no extrato inoculado com F. odoratum, observaram-se aumentos
moderados do pH no decorrer da incubagdo. Nao houve diferengas significativas (p < 0,05)
entre os dias de incubagdo, exceto no 4° dia. No extrato inoculado com P. diminuta,
observaram-se aumentos moderados do pH ao longo da incubagdo, havendo diferengas
significativas (p < 0,05) apenas no 4°, 6° e 8° dia. Ja no extrato inoculado com &.
putrefaciens, observaram-se aumentos moderados do pH no decorrer da incubagio, ndo
havendo diferencas significativas (p < 0,05) apenas no 0, 10° e 12° dia. A 4°C, nos extratos
inoculados com S. putrefaciens e F. odoratum observaram-se aumentos maiores do pH ao

longo da incubagdo, em relag@o ao extrato inoculado com P. diminuta.

A 10°C, nos extratos inoculados com F. odoratum e P. diminuta, observaram-se
aumentos moderados do pH ao longo da incubagdo, nao havendo diferengas significativas
(p < 0,05) entre os dias de incubagdo, exceto no 2° dia. No extrato inoculado com S§.
putrefaciens, observaram-se aumentos moderados do pH no decorrer da incubagdo, ndo

havendo diferengas significativas (p < 0,05) apenas no 0, 10° e 12° dia.

A 10°C, no extrato inoculado com S§. putrefaciens, observaram-se aumentos

maiores do pH ao longo da incubagdo, em relagéo aos extratos inoculados com F. odoratum

e P. diminuta.

Nas temperaturas de 4° e 10°C ndo foram observadas diferencas significativas
(p < 0,05) entre os valores de pH dos extratos inoculados com F. odoratum, P. diminuta e
S. putrefaciens. Isto €, provavelmente, devido a capacidade de utilizagdo de compostos
nitrogenados ndao protéicos, atividade proteolitica e lipolitica semelhantes apresentadas

pelas bactérias em estudo e ao efeito tamponante do musculo de pescado.

O aumento de pH no musculo de pescado pode ser devido ao acumulo de
produtos de natureza basica, como trimetilamina (TMA), dimetilamina (DMA), amoénia,
indol, escatol e algumas bases organicas como a putrescina e a cadaverina, produzidos pela
hidrolise bacteriana de compostos nitrogenados (Pedrosa-Menabrito & Regenstein,
1988; Sikorski et al., 1994). O aumento moderado do pH observado ao longo da
incubaciao pode ser devido ao efeito tamponante do musculo de pescado e a atividade

lipolitica de bactérias psicrotroficas produzindo acidos graxos livres.
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Em peixes cartilaginosos como os cagdes, que possuem elevado teor de uréia no
musculo, sangue e orgios, a degradacdo da uréia a aménia ocorre pela a¢do de bactérias
produtoras de urease o que produz um aumento acentuado do pH no misculo (James &

Olley, 1971, Vincke, 1978; Waller, 1980).

A microbiota do pescado apresenta, entre outras caracteristicas, a prevaléncia
de bactérias psicrotroficas, Gram negativas, capazes de utilizar uma ampla variedade de
compostos organicos nitrogenados, evidenciando também atividades proteolitica e lipolitica
(Leitdo et al., 1984).

O efeito tamponante do musculo de pescado € atribuido a presenca de proteinas
soluveis, peptideos, aminoacidos, amonia, trimetilamina e substincias nitrogenadas
soliveis de baixo peso molecular. Estes compostos sio responsaveis pelo aumento do pH,
mas também podem mascarar as mudangas do mesmo (Amanajas, 1985; Sikorski ef
al.,1994).

b) Variacdo do teor de uréia em extratos de misculo de caciio, durante incubacio a 4°
e 10°C

A FIGURA 9 e TABELA 2A apresentam dados da variagdo do teor de uréia
em extratos de musculo de cagdo, inoculados com as bactérias em estudo, durante

incubagdo a 4° e 10°C

A 4°C, no extrato inoculado com F. odoratum, observaram-se decréscimos
acentuados do teor de uréia ao longo da incubagdo, havendo diferencas significativas (p <
0,05) entre os dias de incubagdo, exceto no 4° dia. No extrato inoculado com P. diminuta
observaram-se decréscimos acentuados do teor de uréia no decorrer da incubacgio, havendo
diferencas significativas entre os dias de incubagdo, exceto no 2° e 6° dia. Finalmente, no
extrato inoculado com §. putrefaciens observaram-se decréscimos muito acentuados do teor
de uréia ao longo da incubagdo, com diferengas significativas (p < 0,05) entre os dias de

incubagdo, exceto no 10° dia.
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FIGURA 9 - Uréia em extratos de musculo de cagdo inoculados com as culturas
bacterianas, durante incubagdo a 4° e 10°C
F.O. —4°C: F. odoratum a 4°C F.O. - 10°C: F. odoratum a 10°C
P.D. — 4°C: P. diminuta a 4°C PD. - 10°C: P. diminuta a 10°C
S.P. —4°C: S. putrefaciens a 4°C S.P. - 10°C: §. putrefaciens a 10°C

A 10°C, no extrato inoculado com F. odoratum, observaram-se decréscimos
acentuados do teor de uréia ao longo do periodo de incubagdo, havendo diferengas
significativas (p < 0,05) entre os dias de incubag@o, exceto no 1° e 3° dia. Ja no extrato
inoculado com P. diminuta observaram-se decréscimos acentuados do teor de uréia no
decorrer da incubacdo, com diferengas significativas (p < 0,05) entre os dias de incubagio.
Finalmente, no extrato inoculado com S. putrefaciens, observaram-se decréscimos muito
acentuados do teor de uréia ao longo da incubagdo, com diferengas significativas (p < 0,05)

entre os dias de incubacdo, exceto no 1° dia.

A 4° e 10°C, no extrato inoculado com S. putrefaciens, observaram-se
decréscimos mais acentuados do teor de uréia no decorrer da incubagdo, em relagao aos

extratos inoculados com F. odoratum e P. diminuta.

Na incubagdo a 4° e 10°C foram observadas diferengas significativas (p < 0,05)

entre os teores de uréia dos extratos inoculados com F. odoratum, P. diminuta e S.
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putrefaciens. Isto €, provavelmente, devido a diferente atividade produtora de urease

apresentada pelas bactérias em estudo.

O elevado teor de uréia presente no musculo, sangue e Orgaos de cagdo,
aproximadamente 2,5% do peso, favorece o desenvolvimento de bactérias produtoras de
urease responsaveis pela degradacdo da uréia a aménia (James & Olley, 1971;
Vincke, 1978; Waller, 1980).

¢) Avaliacio da multiplicacio das culturas inoculadas em extratos de musculo de

cacao, durante incubacio a 4° e 10°C

A FIGURA 10 e TABELA 3A apresentam dados da variagcdo das contagens

das culturas inoculadas em extratos de musculo de cacdo, durante incubagdo a 4° e 10°C.
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FIGURA 10 — Contagens das culturas bacterianas (log UFC/g) inoculadas em extratos de
musculo de cagdo, durante incubagio a 4° e 10°C.
F.O. - 4°C: F. odoratum a 4°C F.O. - 10°C: F. odoratum a 10°C
P.D. —4°C: P. diminuta a 4°C P.D. - 10°C: P. diminuta a 10°C
S.P. - 4°C: S. putrefaciens a 4°C ~ S.P. - 10°C: S. putrefaciens a 10°C
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A 4°C, nos extratos inoculados com F. odoratum, P. diminuta e S. putrefaciens,
observaram-se aumentos acentuados nas contagens até o 4° dia de incubag@o, seguido de
aumentos menos acentuados a partir do 4° e até o 12° dia, ndo havendo diferengas

significativas (p < 0,05) entre os dias de incubag@o, exceto no 2° dia.

A 4°C, as culturas bacterianas evidenciaram uma fase lag mais prolongada,
provavelmente por serem culturas originariamente mesofilas ou adaptadas a

desenvolvimento em temperaturas elevadas.

A 4°C, no extrato inoculado com S§. putrefaciens, observaram-se aumentos
maiores nas contagens ao longo da incubag@o, em relagdo aos extratos inoculados com £

odoratum e P. diminuta.

A 10°C, no extrato inoculado com F. odoratum, observaram-se aumentos
acentuados nas contagens até o 3° dia de incubagdo, seguido de aumentos menos
acentuados a partir do 3° e até o 5° dia, havendo diferengas significativas (p < 0,05) entre os
dias de incubagdo. Ja nos extratos inoculados com P. diminuta e §. putrefaciens,
observaram-se aumentos acentuados nas contagens até o 3° dia de incubagdo, seguido de
aumentos menos acentuados a partir do 3° e até o 5° dia, com diferencas significativas (p <

0,05) entre os dias de incubagdo, exceto no 3°, 4° ¢ 5° dia.

A 10°C as culturas bacterianas evidenciaram uma fase lag mais reduzida,
observando-se que ap6s 24 horas de incubagdo a populagdo microbiana aumentou

abruptamente.

A 10°C, no extrato inoculado com P. diminuta, observaram-se¢ aumentos
maiores nas contagens no decorrer da incubag@o em relagio aos extratos inoculados com F.

odoratum e S. putrefaciens.

Na incubacio a 4° e 10°C, ndo foram observadas diferengas significativas (p <
0,05) entre as contagens bacterianas dos extratos inoculados com F. odoratum, P. diminuta
e S. putrefaciens. Isto €, provavelmente, devido a natureza psicrotrofica e a capacidade
semelhante de utilizacdo dos compostos nitrogenados ndo protéicos, evidenciada pelas
bactérias em estudo. Cabe destacar que os cagdes apresentam elevado teor de compostos

nitrogenados ndo proteicos no musculo, ao redor de 1.600 mg/100g, sendo a deterioragéo
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destas espécies caracterizada pela degradagdo destes compostos principalmente uréia,
aminoacidos, bases nitrogenadas e oxido de trimetilamina (Vincke, 1978; Waller,
1980). Além disso o crescimento de bactérias psicrotroficas é incrementado em condigdes
de pH alto (>6,0) e presenga de grandes quantidades de substincias nitrogenadas ndo
protéicas (Liston, 1982; Gram & Huss, 1996). Nestas condigbes, a vida util desta
matéria-prima armazenada sob refrigeracdo sera, em grande parte, condicionada pela

intensidade de contaminagdo destas bactérias deterioradoras.

5.5. Estudo das alteracdes fisicas, quimicas, microbiologicas e sensoriais em filés de

cacio armazenados sob refrigeracio (0° e 4°C) e em temperatura de abuso (10°C)

5.5.1 Anailises fisico-quimicas

a) Variacio do pH em filés de caciio estocados a 0°, 4° e 10°C

A FIGURA 11 e TABELA 4A apresentam dados da variagdo do pH em filés

de cagdo durante estocagem a 0°, 4° ¢ 10°C.
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FIGURA 11 - pH em filés de cagéo, durante estocagem a 0°, 4° ¢ 10°C.
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A 0°C, observaram-se aumentos moderados do pH interno e do pH na
superficie dos filés ao longo da estocagem. Ja a 4° e 10°C, observaram-se incrementos

maiores do pH (interno e superficial) dos filés no decorrer da estocagem.

A 0°, 4° e 10°C observou-se que os valores de pH interno foram ligeiramente
superiores aos do pH na superficie dos filés, sendo observadas diferengas significativas (p <
0,05) entre os dias de estocagem. Observaram-se maiores valores de pH (interno e

superficial) durante a estocagem a 10°C, comparativamente a 0° e 4°C.

Foram observadas diferencas significativas (p < 0,05) entre os valores de pH a
0°, 4° e 10°C. Isto €, provavelmente, devido a diferenca na atividade metabolica das
bactérias presentes nos filés de cagdo. Sabe-se que a microbiota do pescado apresenta entre
outras caracteristicas, a prevaléncia de bactérias psicrotroficas Gram negativas, muitas

delas evidenciando atividades proteolitica e lipolitica (Leitdo, 1977)

Vincke (1978) estudou as alteragdes fisico-quimicas e microbiologicas em raia
Raja clavata L estocada sob refrigeragdo em gelo, constatando que o pH teve um aumento
gradativo durante a estocagem, sugerindo que o limite de aceitagdo seria de valores entre

7.2 € 7.8 e que valores de pH maiores que 8 indicavam deterioragao.

Waller (1980) estudou as alteragdes fisicas, quimicas e microbiologicas em
cacdo Galeorhinus australis armazenado sob refrigeragdo em gelo, verificando que os

valores de pH apresentaram um aumento gradativo ao longo da estocagem.

O Regulamento da Inspe¢do Industrial e Sanitaria de Produtos de Origem
Animal — RIISPOA (BRASIL, 1980) estabelece limites maximos de pH de 6,5 e 6,8 para
pescado fresco nas regides interna e externa da carne, respectivamente. Com base nos
resultados obtidos, este critério ndo parece ser adequado para a avaliagdo da qualidade do
cagdo, ja que estes valores foram atingidos aos 4, 2 e 1 dias, durante a estocagem a 0°, 4° ¢
10°C, respectivamente, com os filés ainda sendo considerados aceitaveis pelo painel de
provadores. De acordo com os resultados obtidos nesta pesquisa, o pH apresentou
incrementos continuos no decorrer da estocagem, sugerindo a realizagdo de estudos
adicionais visando o estabelecimento de limites criticos mais adequados para esta espécie,

com analises desde o momento da captura e ao longo do processamento, estocagem e
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comercializa¢do possibilitando, assim, a melhor definigdo do pH como indice de qualidade

do cagdo.
b) Reacdoes de Eber para aménia (NHs5) e gas sulfidrico (H;S) em filés de cacao
durante estocagem a 0°, 4° e 10°C

A TABELA 10 apresenta os dados das reagdes de Eber para amonia (NHj) e
gas sulfidrico (H;S) em filés de cagdo estocados a 0° 4° e 10°C.

TABELA 10 — Reacgdes de Eber para Aménia (NH;3) e gas sulfidrico (H;S) em filés de
cagdo*, durante estocagem a 0°, 4° e 10°C.

Temperatura de
Tempo de armazenamento (dias)
Determinacio | armazenamento
O 0 1 2 3 4 6 8 10 12
0 - ne - ne - - + + &3
NH; 4 - mne - ne - + 4+ +
10 - » + + 4+
0 - ne - ne - - -+ ++
H,S 4 - ne - ne - -+ 4+
10 - - - + 4+

* Valores médios de trés repeti¢oes
= presenca
- = auséncia
ne = nao efetuado
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Estas reagdes sdo recomendadas pela legislagdo em vigor RIISPOA
(BRASIL,1980) como critérios de avaliagdo da qualidade dos produtos de origem animal e
do pescado, em particular. Em caso de resultados positivos, elas indicam degradacdo das
proteinas do alimento, com a liberagao de amdnia num estagio inicial e de gas sulfidrico,

numa etapa mais avangada de deterioragao.

No que se refere a produgio de amonia, os resultados foram positivos apos 2, 6
e 8 dias de estocagem a 10°, 4° e 0°C, respectivamente, coincidindo, portanto, com 08
critérios de aceitagdo/rejeigdo da avaliag@o sensorial. No entanto, este teste ndo pode ser
considerado um bom indice de avalia¢do da qualidade do cag@o, devido a que estas espécies
apresentam teores elevados de uréia a qual ¢ degradada a amoénia, pela ago dos
microrganismos produtores de urease, podendo apresentar resultados positivos, mesmo em
amostras que apresentam boa qualidade sensorial. Sabe-se que a produgdo de amonia pode
ser decorrente da degradagio do ATP e da decomposi¢ao de aminoacidos (Connell &
Shewan, 1980); no entanto, no caso especifico de cagdes, a atividade de bacterias
produtoras de urease, atuando sobre a uréia € responsavel pela elevada formagdo deste

composto (James & Olley, 1971; Leitdo ez al., 1979).

A reacdo de Eber para gis sulfidrico mostrou-se levemente positiva somente
apos 3, 8 e 10 dias de estocagem a 10°, 4° e 0°C, respectivamente, ocasido em que os filés ja
foram considerados inaceitaveis para o consumo pelo painel de provadores revelando,
portanto, que este teste carece de adequada sensibilidade na avaliagdo da qualidade deste
tipo de alimento. A produgao de HzS e outros compostos sulfurados (mercaptanas, metil ¢
etil sulfetos) ¢, em grande parte, decorrente da atividade microbiana sobre aminoacidos
sulfurados, principalmente na forma livre, como componentes do “pool” de substancias
nitrogenadas nao protéicas — NNP, ou entdo liberados no substrato no estagio final da
decomposi¢io de proteinas. Sua presen¢a é considerada um indicador definitivo de
deterioracdo (Farber, 1965; Zaitsev ef al., 1969). No entanto, cabe destacar que a presenga
destes compostos sera fungdo principalmente dos teores de aminoacidos sulfurados
presentes na matéria-prima. No caso especifico do cagdo, parece que os niveis de produgéo
deste composto ndo retratam adequadamente a intensidade do processo de deterioragao nao

sendo, portanto, um bom indicador na avaliagdo da qualidade desta espécie.
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¢) Variacio das bases nitrogenadas voliteis (BNV) em filés de cacdo, durante

estocagem a 0°, 4° ¢ 10°C

A FIGURA 12 e TABELA S5SA apresentam dados da evolugdo das BNV em

filés de cagdo, estocados a 0°, 4° e 10°C.
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FIGURA 12 — Bases nitrogenadas volateis (BNV) em filés de cagdo, durante estocagem a
0° 4° ¢ 10°C.

A 0° e 4°C observaram-se aumentos menores das BNV até o 6° dia, seguido de
aumentos maiores a partir do 6° até o 12° dia, com diferencas significativas (p < 0,05) entre
os dias de estocagem. Ja a 10°C os aumentos foram constantes ao longo da estocagem,

novamente com diferengas significativas (p < 0,05) entre os dias de armazenamento.

Observaram-se maiores teores de BNV durante a estocagem a 10°C,
comparativamente a 0° e 4°C, havendo diferencas significativas (p < 0,05) entre os valores
nas trés temperaturas. Isto €, provavelmente, atribuido a diferente atividade metabolica

apresentada pela microbiota presente nos filés de cacdo.
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Dentro da denominagdo genérica de BNV, encontram-se diferentes substancias
como amonia, trimetilamina, dimetilamina, etilamina, monometilamina, putrescina,
cadaverina e espermidina (Sikorski ef al., 1994), sendo que, quantitativamente, as maiores

alteracdes quimicas associadas com a deterioragdo sao devidas a produgdo de trimetilamina

e amonia.

Os métodos quimicos que avaliam grupos de substancias produzidas na
deterioragdo representam melhor a condigao geral do pescado, caso da determinacao das
BNV que permite quantificar uma ampla gama de metabolitos da atividade endogena

(degradagdo autolitica) e exogena (degradagio microbiana) (Amanajas, 1985).

O teor de bases nitrogenadas em musculo de pescado fresco, logo apos a morte,
em geral ndo excede ao valor de 15 a 20 mg de nitrogénio por 100g de musculo. O
principal componente deste grupo ¢ a amonia, particularmente no que se refere aos peixes

de agua-doce (Zaitsev ef al., 1969; Liston, 1982; Sikorski, et al., 1994).

Ao longo da estocagem em gelo, 0 contetido das bases nitrogenadas volateis
aumenta progressivamente em fungdo dos processos enzimaticos e microbianos sendo,

assim, util na avaliag@o do frescor e da deterioracdo do pescado (Shewan e al., 1971).

A determinagio de BNV em pescado, embora seja largamente utilizada € causa
de controvérsia entre os pesquisadores, principalmente quanto ao estabelecimento de
limites de aceitacdo do produto. Um valor proximo de 30 mg/100g tem-se mostrado
compativel com outros parametros de avaliacdo, levando alguns paises, como Alemanha,
Australia, Japdo e Brasil a adotarem oficialmente este valor como limite maximo toleravel
para a comercializacdo (Antonacopoulos, 1978; Cobb & Vanderzant, 1975; Kuaye, 1982,
Sikorski et al., 1994).

James & Olley (1971), estudando a deterioragao de cagdo, verificaram que
quando o teor de BNV atingia a 30 mg/100g, o pescado entrava em deteriorac@o, ao passo
que em niveis de 100mg/1 00g este ja se encontrava em estado de putrefagdo, constataram,
ainda, que o tempo maximo de estocagem foi de 10, 6 e 3,5 dias as temperaturas de 0°, 5°e

10°C, respectivamente. Torrano & Menezes (1977), caracterizando 4 espécies de cagao,
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dentre elas o (Prionace glauca), constataram valores de BNV em tomo de 80mg/100g.
Leitdo et al. (1979), estudando o processo de deterioragdo de cagdes dos géneros Sphyrna e
Carcharhinus estocados sob refrigeracdo em gelo, encontraram valores de BNV proximos
de 100mg/100g, apos 7 dias de armazenamento. Ja Montiel-Montoya (1990), avaliando o
grau de frescor de cagdo (Mustelus henlei), encontrou valores de BNV de 83,42 mg/100g,

apos 15 dias de estocagem sob refrigeragao em gelo.

Conforme anteriormente mencionado, o RIISPOA (BRASIL,1980) estabelece o
valor de 30 mg/100g, como limite maximo de BNV para pescado, determinado pelo
método de microdifusio. No entanto, parece-nos problematico estender a adogdo deste
valor para todas as espécies de pescado, independente do conhecimento da sua composi¢ao.
Assim, sabe-se que os cagdes apresentam teores elevados de substancias nitrogenadas nio
proteicas — NNP, particularmente uréia e amdnia resultante da sua decomposi¢do. Nestas
condi¢des valores superiores ao limite de 30 mg/100g podem ser rapidamente alcangados,
nao significando, necessariamente, que o pescado esteja em processo avangado de
deterioragdo. Na presente pesquisa, valores acima do limite foram atingidos apés
estocagem durante 1, 2 e 4 dias a 10°, 4° ¢ 0°C, respectivamente, com os filés ainda sendo
considerados aceitaveis para o consumo pelo painel de provadores, ndo havendo, portanto,

uma correlagdo com outros parimetros de avaliagdo, principalmente os de natureza

sensorial,

d) Variagio dos teores de uréia em filés de ca¢dio, durante estocagem a 0°, 4° e 10°C

A FIGURA 13 e TABELA 6A apresentam dados da variagdo dos teores de

uréia em filés de cagdo estocados a 0° 4° ¢ 10°C.

A 0°C observaram-se decréscimos acentuados dos teores de uréia ao longo da
estocagem, com diferencas significativas (p < 0,05) entre os dias de armazenamento, exceto
no 4°,6° e 10° dia. A 4° e 10°C observaram-se decréscimos muito acentuados dos teores de

uréia no decorrer da estocagem, havendo diferengas significativas (p < 0,05) entre os dias

de estocagem.
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FIGURA 13 — Uréia em filés de cagdo, durante estocagem a 0°,4° e 10°C.

De uma maneira geral, observaram-se maiores decréscimos nos teores de uréia
durante a estocagem a 10°C, comparativamente aos constatados a 0° e 4°C. E provavel que
a intensidade de multiplicagio e a atividade metabdlica diferenciada da microbiota
contaminante produtora de urease nas diferentes temperaturas possam explicar as variagdes
observadas. Sem duvida, o elevado teor de uréia presente no musculo, sangue e 6rgados dos
cagdes (aproximadamente 2,5% do peso do musculo), favorece o desenvolvimento de
bactérias produtoras de urease responsaveis pela degradagdo da uréia a amdnia (James &
Olley, 1971, Ronsivalli, 1978; Waller, 1980). Assim sendo, em peixes elasmobranquios a
deterioragdo é caracterizada pela degradagdo de compostos nitrogenados nao protéicos,
principalmente a uréia, seguido de aminoacidos, bases nitrogenadas, 6xido de trimetilamina

e acido urico. (Ronsivalli, 1978, Liston, 1980; Waller, 1980; Sikorski e? al., 1994).

A este respeito, Vincke (1978), estudando as alteragdes fisicas, quimicas e
microbiologicas em raia Raja clavata L., estocada sob refrigeragdo em gelo, constatou

decréscimos acentuados nos teores de uréia no decorrer da estocagem.
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Leitdo er al. (1979), estudando as alteragdes quimicas e microbiologicas em
cagdes dos géneros Sphyrna e Carcharhinus estocados sob refrigeragio em gelo,
verificaram que o teor de uréia diminuia de 765,0 mg/100g para 565 mg/100g, apos 7 dias

de estocagem.

Waller (1980) estudou as alteragdes fisicas, quimicas e microbiologicas em
cacdo Galeorhinus australis, armazenado sob refrigeragio em gelo, verificando também
quedas acentuadas nos teores de uréia ao longo da estocagem. Finalmente, Jhavery &
Constantinides (1981), estudando as alteragdes fisicas e quimicas em cac¢do Squalus
acanthias armazenado sob refrigeragdo em gelo, constataram redugdes acentuadas nos

teores de uréia no decorrer da estocagem.

Embora de interesse na avaliagdo do processo de deterioragao do cacdo, a
determina¢do do teor de uréia ndo parece ser um indice a ser adotado no controle de
qualidade, ja que os teores inicialmente presentes variam em funcio da espécie, condigdes

de captura, manuseio e processamento, detectando-se niveis de 642,99 —1.360,33 mg/100g.

e) Variacdo dos teores de amonia em filés de cacdio, durante estocagem a 0°, 4° e

10°C

A FIGURA 14 e TABELA 7A apresentam dados da varia¢ao dos teores de

amonia durante estocagem a 0°, 4° e 10°C.

A 0°C, observaram-se aumentos moderados nos teores de amonia até o 8° dia,
seguido de aumentos acentuados a partir do 8° e até o 12° dia, ndo havendo diferengas
significativas (p < 0,05) entre os dias de estocagem, exceto no 8°, 10° e 12° dia. A 4°C,
observaram-se aumentos moderados nos teores de amdnia até o 6° dia, seguido de
aumentos acentuados a partir do 6° e até o 10° dia, com diferengas significativas (p < 0,05)
entre os dias de estocagem exceto no 4° dia. Finalmente a 10°C, observaram-se aumentos
maiores nos teores de aménia até o 3° dia, seguido de um acréscimo acentuado do 3° ao 4°
dia, ndo havendo diferengas significativas (p < 0,05) entre os dias de estocagem, exceto no
2° e 4° dia.
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FIGURA 14 — Amonia em filés de cagdo, durante estocagem a 0°, 4° e 10°C.

De uma maneira geral, a exemplo do relatado para a uréia, observaram-se
maiores teores de amonia, durante a estocagem a 10°C comparativamente a 0°C e 4°C. Nao
foram observadas diferengas significativas (p < 0,05) entre os teores de amonia a 0°, 4° e
10°C, exceto no 8° e 10° dia, durante a estocagem a 0° e 4°C, e no 4° dia, na estocagem a 4°
e 10°C.

A degradagdo do ATP muscular, apos a morte, leva a forma¢do de amdnia,
bases purinicas livres, inosina e hipoxantina. A quantidade de amonia, produzida pela
degradagdo dos nucleotideos musculares, depende da extensdo com que o ATP foi
desaminado antes da morte dos peixes (Spinelli, 1971; Burt, 1977; Ikeda, 1980, Sikorski et
al., 1994; Jay, 1996). Sabe-se que o método de pesca utilizado na captura influencia na
degradagio do ATP, podendo acumular-se quantidades relativamente altas de aménia,
mesmo em peixe de captura recente. Paralelamente, o ADP e AMP acumulados durante o
esforgo serdo desaminados nos primeiros dias de estocagem, aumentando o teor de

nitrogénio amoniacal abruptamente (Amanajas, 1985; Sikorski e al., 1994; Jay, 1996).
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A amonia derivada dos aminoacidos ¢ produzida abundantemente nas Gltimas

fases da deterioragdo do pescado (Liston, 1980, Sikorski ef al., 1994; Jay, 1996).

A amdnia produzida inicialmente pela degradagio de nucleotideos
eventualmente poderia ser reutilizada em certas reagOes de sintese, mantendo-se num nivel
estavel ou ainda diminuindo (Neto, 1984; Amanajas, 1985, Sikorski et al., 1994).

O curso e a natureza da degradagio bacteriana de aminoacidos dependem da
composi¢do da microbiota e das condiges de anaerobiose ou aerobiose a que o pescado
esta submetido. Entre os produtos finais da agdo bacteriana sobre as proteinas, incluem-se
substancias como hidrogénio, diéxido de carbono e amoénia, entre outros (Liston, 1980:
Jay, 1996).

Vincke (1978) estudando as alteragdes fisicas, quimicas e microbioldgicas em
raia Raja clavata L., estocada sob refrigeragdo em gelo, constatou que os teores de aménia
apresentaram aumentos progressivos no decorrer da estocagem; verificou, ainda, que a
determinagdo de aménia correlacionava-se com as avaliagdes sensoriais, representando um
indice adequado para a avaliagdo da qualidade desta espécie. Este autor propds um valor de
60 a 70mg de nitrogénio amoniacal por 100g de pescado, como limite de aceitagdo para

esta espécie.

Waller (1980) estudou as alteragdes fisicas, quimicas e microbiologicas em
cagdo Galeorhinus australis, armazenado sob refrigeragdo em gelo, verificando que os

teores de amonia apresentaram incrementos gradativos ao longo da estocagem.

Os resultados desta pesquisa evidenciaram uma variagdo acentuada e constante
dos teores de amdnia ao longo do armazenamento, apresentando niveis elevados apos 2, 8 e
10 dias de estocagem a 10°, 4° ¢ 0°C, respectivamente, coincidindo com os critérios de
aceitagdo/rejeicdo da avaliagdo sensorial sugerindo, portanto, a validade deste paridmetro
como critério de avaliagdo da qualidade do cagdo armazenado sob refrigeragdo, sempre em

correlagdo com avaliagdes sensoriais.
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f) Variacio dos teores de trimetilamina (TMA) em filés de cacdo durante estocagem
a0°4°e10°C

A FIGURA 15 e TABELA 8A apresentam dados da variagdo dos teores de
TMA durante estocagem a 0°, 4° e 10°C.
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FIGURA 15 — Trimetilamina (TMA) em filés de ca¢do durante estocagem a 0°, 4° e 10°C.

A 0°C, observaram-se aumentos menores nos teores de TMA até o & dia,
seguido de aumentos maiores a partir do 8° e até o 12° dia, ndo havendo diferengas
significativas (p < 0,05) entre os dias de estocagem, exceto no 10° dia. A 4°C, observaram-
se aumentos menores nos teores de TMA até o 6° dia, seguido de aumentos maiores a partir
do 6° e até o 10° dia, com diferengas significativas (p < 0,05) entre os dias de estocagem,
exceto no 10° dia. Finalmente, a 10°C, observou-se um aumento menor no teor de TMA no
1° dia, seguido de aumentos maiores a partir do 1° e até o 4° dia, havendo diferencas
significativas (p < 0,05) entre os dias de estocagem. A exemplo das outras determinagdes,
observaram-se maiores valores de TMA, durante a estocagem a 10°C comparativamente a

0° e 4°C, com diferencas significativas (p < 0,05) entre os teores de TMA a 0°, 4° e 10°C,
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exceto no 2° dia. E provavel que a composi¢do da microbiota contaminante do cacao e

principalmente a variagdo na sua atividade metabolica expliquem estas variagdes.

A formagdo de aminas no musculo de pescado ocorre mais pela agdo de
bactérias presentes no musculo do que pela agdo das enzimas do proprio tecido (Liston,
1980b; Sikorski et al., 1994; Jay, 1996). Dentre essas aminas volateis, a trimetilamina
(TMA), produto da redugéo do 6xido de trimetilamina (OTMA) € uma das mais estudadas,
por estar intimamente associada com a deterioragido do pescado (Farber, 1965; Pedrosa —
Menabrito & Regenstein, 1990, Botta, 1995).

O OTMA ¢ encontrado no musculo de diferentes espécies de teledsteos em
quantidades variaveis de 100 a 1.080 mg/100g e, em cartilaginosos, de 250-1.500 mg/100g
(Ikeda, 1980, Pedrosa-Menabrito & Regenstein, 1988; Sikorski et al., 1994). Ha evidéncias
de que a produgdo de TMA correlaciona-se bem com o aumento da populag¢do bacteriana
no musculo de pescado (Liston, 1980b, Sikorski er al.,1994), sendo um dos principais
compostos responsaveis pelo odor de pescado refrigerado deteriorado (Sikorski e al.,
1994).

A formagao de TMA nio é fungdo direta da microbiota contaminante total, mas
sim da propor¢ao de bactérias redutoras e nio-redutoras de OTMA. Os principais grupos de
bactérias envolvidos na reducdo do OTMA para TMA pertencem aos géneros
Shewanella, Pseudomonas, Achromobacter, Aeromonas, Vibrio e Acinetobacter como
Gram negativas e Micrococcus e Bacillus como Gram positivas, todas elas psicrotroficas
(Liston, 1980b), sendo que Shewanella putrefaciens ¢ uma das bactérias mais

representativas da producao de TMA a partir de OTMA (Ringo ez al., 1984).

Em pescado de carne clara, os teores de TMA evoluem lentamente nos periodos
iniciais de armazenamento (2° ao 7° dia), apos os quais ha um aumento abrupto nos niveis
desta substancia (Morga, 1975). Leitio ef al. (1979) estudando as transformagdes quimicas
e microbiologicas em cagdes dos géneros Sphyrna e Carcharhinus, verificaram que o0s

teores de TMA evoluiram de 6.6 mg/100g para 91,0 mg/100g, apés 7 dias de
' armazenamento sob refrigeragdo em gelo. Montiel-Montoya (1990), por sua vez avaliando
o grau de frescor de cagio (Mustelus henlei) armazenado sob refrigeracdo em gelo,

verificou que os teores de TMA apresentaram um aumento progressivo durante a
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estocagem, propondo que a determinagdo de TMA poderia ser utilizada como indice de

avaliagdo da qualidade desta espécie.

De acordo com os resultados obtidos nesta pesquisa, os teores de TMA
apresentaram aumentos progressivos no decorrer da estocagem, principalmente a 10°C,
apresentando niveis elevados apos 3, 8 e 10 dias de estocagem a 10°, 4° e 0°C,
respectivamente, ocasido em que os filés ja foram considerados inaceitaveis para o
consumo pelo painel de provadores. Esta constatacdo leva a sugestio do emprego desse
pardmetro quimico como indice de avalia¢do da qualidade do cagdo, sempre em correlagio
com avaliagdes sensoriais. Deve-se estabelecer limites criticos de TMA, passiveis de ndo

serem ultrapassados sob boas condi¢des de processamento.

g) Variacao dos teores de Nitrogénio ndo protéico (NNP) em filés de cacdo, durante

estocagem a 0°,4° ¢ 10°C

A FIGURA 16 e TABELA 9A, apresentam dados da varia¢gdo do NNP a 0°, 4° e
10°C.
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FIGURA 16 — Nitrogénio nao protéico (NNP) em filés de cacdo, durante estocagem a 0°,
4° e 10°C.
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Nas trés temperaturas, a evolugdo do NNP apresentou um comportamento
irregular, observando-se variagGes acentuadas (aumentos e decréscimos) ao longo da
estocagem, ndo havendo diferengas significativas (p < 0,05) entre os dias, nem entre as

temperaturas de estocagem.

Os compostos nitrogenados ndo protéicos (NNP), nos musculos de pescado,
estdo dissolvidos nas células do plasma e no fluido intercelular. Eles sdo passiveis de pronta
extragdo se os musculos forem tratados com agua. Neste grupo de substincias estdo
incluidas: bases nitrogenadas, aminoacidos livres, amidas, uréia e derivados guanidinicos,
imidazolicos e purinicos (Zaitsev et al., 1969, Ludorff & Meyer, 1978; Sikorski et al.,
1994), sendo que os peixes elasmobranquios ou cartilaginosos (cagdes e raias) apresentam
teores elevados de NNP, aproximadamente 1.280 mg/100g (Vincke, 1978; Waller, 1980;
Konosu & Yamaguchi, 1982).

O comportamento do NNP depende da espécie, isto €, da sua capacidade de
autolise, seja por possuir um potencial proteolitico endogeno elevado ou pelas suas proprias

caracteristicas anatomicas (Ludorff & Meyer, 1978; Sikorski et al., 1994).

Sabe-se, também, que os teores de NNP variam ao longo da estocagem sob
gelo. Existem controvérsias sobre o destino das substancias constituintes do NNP durante a
estocagem e sobre a validade desta determinagdo como indice de frescor. Por este motivo, o
NNP tem sido pouco utilizado como fator determinante da qualidade de pescado fresco e
refrigerado (Farber, 1965; Connell, 1978; Pedrosa-Menabrito & Regenstein, 1988). Esta
fragdo € a primeira a ser utilizada pelos microrganismos contaminantes, servindo como
fonte de energia para os mesmos. De acordo com Sikorski e al. (1994), o metabolismo
destes compostos € o principal responsavel pela perda gradual de frescor e da evidéncia de
sinais de deterioracdo, particularmente pela decomposi¢do de alguns componentes que
afetam fortemente o aroma do pescado fresco, e com formagdo de compostos volateis.
Muitos compostos aromaticos sdo também formados a partir do “pool” de aminoacidos
livres e a partir de aminoacidos liberados pela proteolise enzimatica e bacteriana e ainda

por outras rea¢des ndo conhecidas totalmente.
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Pelos resultados obtidos nesta pesquisa, o teor de NNP teve um comportamento
muito irregular ao longo da estocagem, apresentando variagdes acentuadas (aumentos e
decréscimos), ndo sendo portanto adequado como indice de avaliagdo da qualidade de
cacdo. Uma provavel explicagdo para estas variagdes seria a ocorréncia simultinea de
utilizagdo das substancias componentes do “pool” de NNP, causando sua redugado, ao lado
da geragdo e reposigdo de muitos dos compostos constituintes, em decorréncia de reagdes

autoliticas e atividade proteolitica dos microrganismos contaminantes.

5.5.2. Analises microbiolégicas

a) Variacdo das contagens de bactérias psicrotroficas em filés de cacdo, durante

estocagem a 0°, 4° e 10°C

A FIGURA 17 e TABELA 10A apresentam dados da varia¢do das contagens de
psicrotroficos a 0°, 4° e 10°C.
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FIGURA 17 — Bactérias psicrotroficas em filés de cagdo, durante estocagem a 0°, 4° e
10°C.
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Os resultados obtidos revelaram a maior velocidade de multiplicacdo dos
psicrotroficos a 10°C, comparativamente a 4° e 0°C, sendo observadas diferengas

significativas (p < 0,05) nas contagens nas trés temperaturas.

A microbiota do pescado de origem marinha apresenta entre outras
caracteristicas, a prevaléncia de bactérias psicrotroficas, Gram negativas, capazes de
utilizar uma ampla variedade de compostos organicos nitrogenados, evidenciando também
atividades proteolitica e lipolitica, levando a uma série de reagdes bioquimicas indesejaveis,
provocando a total decomposigéo do pescado (Leitdo, 1984; Kai & Morais, 1988). Entre as
espécies predominantes destacam-se as dos géneros Shewanella, Pseudomonas,
Acinetobacter, Moraxella, Flavobacterium, Photobacterium, etc. (Liston, 1980 a, b; Hobbs,
1983; Sikorski et al., 1994; Jay, 1996). Nesta atividade, os microrganismos utilizam como
substrato inicial e principal as substancias nitrogenadas nio protéicas. (Liston, 1980a, b;
Sikorski ef al., 1994, Ashie et al., 1996). Além do elevado potencial deteriorador, estas
bactérias, em fungdo de seu comportamento psicrotrofico, apresentam lag fase reduzida em
condi¢gdes de refrigeragdo, revelando, portanto, elevada velocidade de multiplicagéo,
acelerando, assim, o processo de deteriora¢do do pescado e sendo o principal responsavel

pela redugdo da sua vida util.

A legislagdo brasileira (Associagdo Brasileira das IndUstrias da Alimentac3o,
1989) e a International Commission on Microbiological Specifications for Foods (ICMSF),
citada por Huss, (1988) estabelecem limites méaximos recomendaveis de contagem de
mesofilos de 10° UFC/g ou cm? para pescado fresco, refrigerado ou congelado, ndo
existindo nenhuma recomendagio legal para se utilizar a contagem de microrganismos
psicrotroficos, como indice de avaliagdo da qualidade do pescado fresco, refrigerado ou
congelado. No entanto, a utilizagio isolada da contagem microbiana como critério de
avaliagdo nos parece temeraria. E importante, para cada tipo de pescado e condigdes de
estocagem correlacionar-se esta contagem com parimetros organolépticos e quimicos,
procurando definir-se assim valores de contagem mais compativeis com as caracteristicas
do produto. Na presente pesquisa, contagens acima de 10° UFC/g foram atingidas apos
estocagem durante 1, 2 e 4 dias a 10°, 4° e 0°C, respectivamente, com os filés ainda sendo

considerados aceitaveis para o consumo pelo painel de provadores nio havendo, portanto,
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uma correlagdio com outros paradmetros de avaliagdo, principalmente os de natureza

sensorial.

b) Variacdo das contagens de bactérias produtoras de urease em filés de cacio,

durante estocagem a 0°,4° e 10°C

A FIGURA 18 ¢ TABELA 11A apresentam dados da variagdo das contagens

de bactérias produtoras de urease a 0°, 4° ¢ 10°C.

A exemplo do relatado para a contagem de psicrotroficos, observaram-se
maiores contagens a 10°C, comparativamente a 0° e 4°C, com diferengas significativas (p <
0,05) nessas contagens. Isto ¢ atribuido, provavelmente, a diferente atividade da microbiota
produtora de urease originalmente presente no musculo de ca¢do, com maior velocidade de

multiplicagdo em temperaturas de abuso.

log UFC/g

Tempo (dias) |

FIGURA 18 — Bactérias produtoras de urease em filés de cagdo, durante estocagem a 0°,
4° e 10°C.
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Conforme ja relatado, em peixes elasmobrinquios, como os cagdes, que
apresentam elevados teores de uréia no misculo, sangue e 6rgios, a degradacdo da uréia a
amonia ocorre exclusivamente pela agdo de bactérias produtoras de urease presentes no
musculo (James & Olley, 1971, Ronsivalli, 1978; Leitdo ef al., 1979; Waller, 1980). A este
respeito, foi relatado que em raias, as bactérias produtoras de urease, aumentaram
significativamente de 20 até 44% da microbiota total, apos 12 dias de estocagem sob
refrigeracdo em gelo (Vincke, 1978). Yap (1979) estudando a microbiota do cagdo
Galeorhinus australis, armazenado sob refrigeragio em gelo, constatou que a microbiota
produtora de urease aumentou significativamente durante a deterioragdo, verificando que
30% das bactérias isoladas a partir do gelo, eram produtoras de urease. Leitdo ef al. (1979)
estudaram a microbiota em cagdes dos géneros Sphyrna e Carcharhinus, verificando que a
microbiota produtora de urease constituia uma porcentagem elevada da populagio
contaminante do cagdo, aumentando significativamente durante a estocagem e atingindo
populagdes ao redor de 4 x 10° UFC/g, apos 8 dias de armazenamento sob refrigeragdao em
gelo. Finalmente, Waller (1980) estudando as alteragdes fisicas, quimicas e microbiologicas
em cagdo Galeorhinus australis, estocado sob refrigeragdo em gelo, constatou que a
microbiota produtora de urease representava uma porcentagem significativa da populacio

bacteriana do cagdo, com aumentos significativos durante a sua estocagem.

Os resultados obtidos nesta pesquisa confirmaram as observagGes destes
autores. Assim sendo, parece valida e recomendavel a introdugio da técnica de contagem
de microrganismos produtores de urease como pardmetro de avaliagdo da qualidade do
cacdo e outras espécies cartilaginosas ricas em uréia durante o armazenamento sob
refrigeracdo. A metodologia recomendada (contagem em agar TEU) ¢ simples e confiavel,
fonecendo maiores informagdes sobre a qualidade e vida util do que o método de
contagem total que inclue outros microrganismos nio deterioradores na avaliagao. No
entanto, antes da proposi¢do de limites de contagens, seria importante uma melhor e mais
completa avaliagdo da correlagio com outros parametros, particularmente a analise

sensorial, e determinagdo dos teores de BNV e amonia, em particular.
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5.5.3. Analise Sensorial

As TABELAS 11, 12 e 13 apresentam as notas (medias) dos atributos julgados
para o perfil sensorial de filés de cagdo durante o armazenamento a 0°, 4° e 10°C. Os
resultados mostram que os atributos sensoriais apresentaram diferencgas significativas

(p < 0,05) no decorrer da estocagem nas trés temperaturas.

Durante o armazenamento dos filés nas temperaturas citadas, houve uma
diminuig3o significativa (p < 0,05) da intensidade de cor caracteristica, do brilho, do
aspecto imido e do aroma de peixe fresco. Por outro lado, observou-se um aumento
significativo (p < 0,05) da presenga de manchas amarelo-esverdeadas, da intensidade de
aroma de amonia e firmeza. Nota-se que os atributos cor caracteristica, presenca de
manchas amarelo-esverdeadas, brilho, aspecto umido, aroma de peixe fresco , aroma de
amonia e firmeza foram os que melhor contribuiram para a discrimina¢do das amostras,
devido a grande variagdo de intensidade destes atributos entre elas (TABELAS 11, 12 e
13).

De acordo com Zottola (1988), a carne € considerada deteriorada quando se
apresenta sensorialmente (cor, odor e presen¢a aparente de microrganismos.) inaceitavel
para o consumidor, alertando para o fato de que o aceitavel para um individuo pode ndo o
ser para outro. Varga (1971) fornece uma boa explicagdo dos mecanismos para o
estabelecimento de graus de qualidade de peixe fresco e dos procedimentos necessarios
para o treinamento dos provadores. Graus de qualidade para peixe estocado sob condigdes
controladas sio elaborados a partir de informagdes obtidas sobre um determinado estagio
de frescor, em funcdo de indices bioquimicos de qualidade e de termos descritivos para

sabor, odor, textura e aparéncia.

O painel sensorial detectou a presenga de um liquido leitoso esverdeado na
superficie dos filés, apos a estocagem por 3, 8 e 10 dias, a 10°, 4° e 0°C, respectivamente.
Nestes periodos, os filés ja foram considerados inaceitaveis para o consumo pela avaliagdo
sensorial. Este resultado pode ser esperado, considerando-se que nestes periodos, as
contagens bacterianas estavam acima do limite de 10° a 107 UFC/g, sugerido por Zottola

(1988) como popula¢do microbiana necessaria par causar altera¢des na cor de carnes.
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TABELA 11 —Notas (meédias) atribuidas pela equipe sensorial para os atributos de
aparéncia, aroma e textura de filés de cagdo* durante o armazenamento a

0° C.
Atributos Tempo de Armazenamento (dias)
0 2 6 8 10 12

Aparéncia:
Cor caracteristica 8,72 826" 741° 632 291° 0,82f
Manchas amarelo-esverdeadas 0,06° 0,19 0,577 1.84° 467° 745
Brilho 8,67 826" 735" 606 4788 183°
Aspecto imido 8,74° 821° 7,62° 593° 444° 122f
Aroma:
Peixe fresco 8,75 830" 7,74° 6,02 2,72° 064
Amdnia 0,07° 025% 0,67° 223 469 816
Textura:
Firmeza 0,32° 0,63° 1,77° 3,08 455 726

* Valores médios de trés repetigoes
Médias com a mesma letra mintiscula nas linhas, nio diferem significativamente (p < 0,05)

entre si, pelo teste de Tukey.
Significado da escala: 0 = nenhum/fraco 9 = muito/forte



TABELA 12 — Notas (médias) atribuidas pela equipe sensorial para os atributos de
aparéncia, aroma e textura de filés de cagdo* durante o armazenamento a

4° C.

Atributos Tempo de Armazenamento (dias)
0 2 6 8 10

Aparéncia:
Cor caracteristica 8,72°  8,06°  530° 2,64° 0,80°
Manchas amarelo-esverdeadas 0,06 0,080  224° 5,96 8,17
Brilho 8670 793>  492° 2,94¢ 0,87
Aspecto umido 8,74° 784"  494° 3,02¢ 0,87°
Aroma:
Peixe fresco g5 81 5085 1,07 0,14°
Amoénia 007 007 0,82° 6,07° 8,19°
Textura:
Firmeza 0,32° 1,67¢  3,01° 6,43° 8,06

* Valores médios de trés repetigdes

Médias com a mesma letra minascula nas linhas, ndo diferem significativamente (p < 0,05)

entre si, pelo teste de Tukey.

Significado da escala: 0 = nenhum/fraco
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TABELA 13 — Notas (médias) atribuidas pela equipe sensorial para os atributos de
aparéncia, aroma e textura de filés de cagdo* durante o armazenamento a

10°C.
Atributos Tempo de Armazenamento (dias)
0 1 2 3

Aparéncia:
Cor caracteristica 872" 8,17° 5,68° 2,08¢
Manchas amarelo-esverdeadas 0,06° 0,26° 2,67° 6,47
Brilho 8,67 8,10 5.51° 2:25¢
Aspecto imido 8,74 8,11° 557° 1,81¢
Aroma:
Peixe fresco 8,75° 8,29° A 1,07¢
Aménia 0,07° 0,26° 1,60° 6,17
Textura:
Firmeza 0,32° 0,58° 1,94° 5,54°

* Valores médios de trés repeti¢oes

Médias com a mesma letra minascula nas linhas, nio diferem significativamente (p < 0,05)
entre si, pelo teste de Tukey.
Significado da escala: 0 = nenhum/fraco 9 = muito/forte

Os atributos aroma de peixe fresco e aroma de aménia apresentaram variagao
significativa (p < 0,05) durante a estocagem nas trés temperaturas, mostrando serem bons

indicadores da qualidade dos filés, além de facilmente perceptiveis pelo painel de

provadores.

Os escores de firmeza apresentaram aumentos significativos (p< 0,05) no
decorrer da estocagem nas trés temperaturas, indicando um aumento na rigidez do musculo,
isto ¢ devido, provavelmente, a que espécies cartilaginosas como o cagdo possuem em
torno de 10% de tecido conectivo constituido principalmente por colageno, o qual contribui
a conferir firmeza aos musculos, sendo que a localizagdo deste nos filés exerce influéncia

sobre as propriedades reoléogicas e funcionais do miisculo.
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A textura do musculo de pescado € afetado por diversos fatores, entre outros a
espécie, composi¢do quimica, idade, tamanho, condi¢des de manuseio, processamento €
estocagem, bem como pela estrutura das jungdes entre as fibras musculares e os tecidos

conectivos (Dunajski, 1979).

O cagdo (Prionace glauca) apresenta teores elevados de umidade o que confere
a0 musculo uma consisténcia gelatinosa, apresentando uma grande exsudagédo de fluidos o

qual afeta as propriedades reologicas e funcionais (Hense, 1990).

e Correlacdes entre os resultados das anilises fisicas, quimicas e microbiologicas e os

atributos sensoriais dos filés de cacao.

A TABELA 14 mostra os coeficientes de correlagio de Pearson (r) entre os
parametros fisico-quimicos e microbiolégicos e os atributos sensoriais dos filés de cagdo.
Através dos dados apresentados nessa Tabela, observam-se altas correlagGes positivas entre
pH superficial, e os teores de TMA, BNV e amonia, em relagdo ao atributo sensorial
“manchas amarelo-esverdeadas”, com valores de r= 0,92, r = 0,97, r = 0,94 e r = 0,90,
respectivamente. Observam-se, também, altas correlagdes positivas entre os teores de
BNV, TMA e aménia e o atributo sensorial “aroma de amonia”. Os diferentes niveis de
BNV, TMA e aménia nos filés, permitiram a diferenciagdo entre eles, tanto em termos
quimicos quanto em sensoriais, tornando possivel a alta correlagao encontrada entre as duas

medidas.
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TABELA 14 — Coeficientes de correlagio de Pearson (r) entre atributos sensoriais e os resultados
de analises fisico-quimicas e microbioldgicas de filés de cagiio armazenados a (°,
4°, 10°C. Nmeros entre parénteses representam nivel de significancia r.

COR MAVE BRIL ASUM PEFRE AMON FIRM
pH int. -0,92 -0,90 -0,94 -0,93 -0,92 0,85 0,90
(0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0)
pHsup.  -0,94 0,92  -095 -0,95 -0,94 0,38 0,93
(0,0) 0,00 (0,0 (0,0 (0,0) (0,0 (0,0)
BNV -0,94 0,94 -0,92 -0,92 -0,91 0,93 0,92
(0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0 (0,0 (0,0)
URE 0,83 -0,81 0,87 0,86 0,84 -0,76 -0,81
(0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0)
AMON -0,89 0,90 -0,85 -0,85 -0,87 0,92 0,91
(0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0)
TMA -0,96 0,97 -0,95 -0,95 -0,97 0,95 0,94
(0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0)
NNP -0,09 0,10 -0,11 -0,10 -0,10 0,06 0,07
(26,11) (0,25) (22,38) (24,20) (24.12) (33.31) (31,97)
CP -0,82 0,78 -0,84 -0,84 -0,82 0,71 0,78
(0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0)
010] -0,78 0,75 -0,81 -0,81 -0,79 0,67 0.71
(0,0) 0,0 (0,0 (0,0 (0,0) (0,0) (0,0)
Legenda:
COR: cor caracteristica BRIL: brilho

PEFR: aroma de peixe fresco
ASUM: aspecto tmido
FIRM: firmeza

pH int: pH interno

pH sup: pH superficial

BNV: bases nitrogenadas volateis
CUP: bactérias produtoras de urease
AMON: aménia

MAVE: manchas amarelo-esverdeadas
AMON: aroma de amonia

NNP: Nitrogénio nio protéico
CP: contagem de psicrotroficos
URE: uréia
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5.6. Estudo das alteracdes fisicas, quimicas, microbiologicas e sensoriais em filés de
ca¢iio submetidos a tratamento prévio de reducio do teor de uréia e armazenados

sob refrigeracio (0°C) e em temperatura de abuso (10°C)

5.6.1. Analises fisico-quimicas

e Variacio dos teores de uréia em filés de caciio tratados com acido acético 1% e

tratados com agua destilada (controle) durante estocagem a 0° e 10°C

A FIGURA 19 e TABELA 12A apresentam dados da variagdo dos teores de
uréia em filés de cacdo tratados com acido acético 1% e tratados com agua destilada

(controle) e estocados a 0° e 10°C.
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500 |
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& 400
o |
£
= 300
®
2
200
100 -

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
Tempo{dias)

FIGURA 19 — Uréia em filés de cagio tratados com acido acético 1% e tratados com agua
destilada (controle) durante estocagem a 0° e 10°C.

A 0°C observaram-se decréscimos moderados dos teores de uréia nos filés tratados e
controle, com diferencas significativas (p < 0,05) entre todos os dias de estocagem e entre

os tratamentos. A 10°C observaram-se decréscimos acentuados dos teores de uréia nos fil€s
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tratados e controle, com diferencas significativas (p < 0,05) entre todos os dias de

estocagem e entre os tratamentos.

De uma maneira geral, observaram-se menores teores de uréia nos filés tratados
com acido acético 1%, comparativamente aos filés controle, durante a estocagem nas duas
temperaturas, havendo diferengas significativas (p < 0,05) entre os tratamentos. Estas
variagGes observadas podem ser atribuidas, provavelmente, ao efeito exercido pelo 4cido
acetico na reducdo dos niveis de uréia dos filés. Também & provavel que a intensidade de
multiplicago e atividades metabolicas diferenciadas da microbiota contaminante produtora

de urease nas diferentes temperaturas possam explicar as variagoes ocorridas.

De acordo com os resultados da avaliagio sensorial, os filés de cacdo tratados
com acido acético 1% tiveram um aumento de vida util de 1 dia e 4 dias, durante a
estocagem a 10° e 0°C, respectivamente. Isto é atribuido, provavelmente, a inibigdo do
crescimento microbiano e a redugio dos niveis de uréia produzidos pela ag¢do do acido

acetico.

Os resultados obtidos nesta pesquisa revelaram que o tratamento dos filés com
acido acético 1% por 3 horas a temperatura de 5°C mostrou-se eficiente na redug@o dos
niveis de uréia. Isto esta de acordo com Torrano & Menezes (1977) e Torrano (1978), os
quais constataram que o tratamento de filés de cacdo, com acido acético 1% por 3-4 horas a

temperatura de 5°C revelou-se como o mais eficiente na reducdo dos teores de uréia.

5.6.2. Anilises microbiologicas

¢ Variacio das contagens de bactérias psicrotroficas em filés de caciio tratados com

acido acético 1% e tratados com agua destilada (controle) durante estocagem a 0°
e 10°C

A FIGURA 20 e TABELA 13A apresentam dados da variagdo das contagens de
psicrotroficos em filés de cacio tratados com acido acético 1% e controle estocados a 0° e
10°C.
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FIGURA 20 — Bactérias psicrotroficas em filés de cagdo tratados com acido acético 1% e
tratados com agua destilada (controle) durante estocagem a 0° e 10°C.

A 0°C observaram-se aumentos moderados nas contagens de psicrotroficos nos
filés tratados e controle, com diferengas significativas (p < 0,05) entre os dias de estocagem
e entre os tratamentos. Ja a 10°C observaram-se aumentos acentuados nas contagens dos
filés tratados e controle, com diferengas significativas (p < 0,05) entre os dias de estocagem

e entre os tratamentos.

A 0° e 10°C observaram-se menores contagens nos filés tratados,
crescimento de bactérias psicrotroficas produzido pela agdo do acido acético presente nos
filés.

A aplicagio superficial de acidos organicos € um tratamento usual de
descontaminagdo da came e tem por objetivo, principalmente, a reducao drastica de
microrganismos deterioradores e patogénicos potenciais, naturalmente presentes (Marel ef
al., 1988; Koos, 1993). Sabe-se que a eficiéncia de um acido organico como agente

antimicrobiano, em qualquer alimento, ¢ afetada por condi¢des como: atividade de agua,
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PH, potencial de 6xido-redugso, disponibilidade de substrato, teor de gordura, entre outros
(Jarvis & Burkem, 1977, citados por Silliker, 1980).

e Variacido das contagens de bactérias produtoras de urease em filés de cacio
tratados com acido acético 1% e tratados com agua destilada (controle) durante

estocagem a 0° e 10°C

A FIGURA 21 e TABELA 14A apresentam dados da variagdo das contagens
de bactérias produtoras de urease em filés de cagdo tratados com acido acético 1% e filés

controle estocados a 0° e 10°C.
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FIGURA 21 - Bactérias produtoras de urease em filés de cagdo, tratados com 4cido acético
1% e tratados com agua destilada (controle) durante estocagem a 0° e 10°C.

Nas duas temperaturas observaram-se aumentos moderados nas contagens de
bactérias produtoras de urease dos filés tratados e controle, com diferengas significativas (p

< 0,05) entre os dias de estocagem e entre os tratamentos.
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A 0° e 10°C, a exemplo do relatado para a contagem de psicrotroficos,
observaram-se menores contagens nos filés tratados, comparativamente aos filés controle.
Isto é devido, provavelmente, a redugdo do teor de uréia nos filés e a atividade

antimicrobiana do acido acético presente nesses filés.

O acido acético e seus sais sdo bastante eficientes e largamente usados como
acidulantes e conservadores em alimentos. Sua agdo antimicrobiana € atribuida a queda de
pH provocada no meio, iniciando-se em concentragdes superiores a 0,5% (Pardi ef al,
1994). A presenca de 1 a 2% de acido ndo dissociado na carne, peixes e produtos vegetais €
geralmente suficiente para a inibigdo bacteriana, desde que boas condigdes de higiene

sejam mantidas.

Segundo Smulders et al. (1986), a agdo antimicrobiana dos acidos latico e
acético ¢ devida a capacidade de suas moléculas, lipofilicas e ndo-dissociadas, de penetrar
na membrana plasmatica bacteriana. No citoplasma, onde o pH € mais alto, o acido se
dissocia e rompe a forga proton-motriz da membrana, alterando o rendimento energeético € o
transporte dependente de energia dentro da célula. Portanto, o efeito antimicrobiano de um

acido vai depender dos seus valores de pKa e do pH do meio externo.

5.6.3. Analise Sensorial

e Variacio dos escores dos atributos de aparéncia, aroma e textura de filés de cacao

tratados com agua destilada (controle), durante estocagem a 0° e 10°C

As TABELAS 15 e 16 apresentam as notas (médias) dos atributos julgados para
o perfil sensorial de filés de cagdo tratados com agua destilada (controle) estocados a 0° e
10°C. Os resultados mostram que os atributos sensoriais apresentaram diferengas

significativas (p < 0,05) ao longo da estocagem nas duas temperaturas.
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TABELA 15 - Notas (médias) atribuidas pela equipe sensorial para os atributos de
aparéncia, aroma e textura de filés de cagdo* tratados com agua destilada
(controle), durante armazenamento a 0°C.

Atributos Tempo de armazenamento (dias)
0 2 4 8 10 12

Aparéncia:
Cor caracteristica 8,69° 819° 7,08 5724 5724 1720
Manchas amarelo-esverdeadas  0,0°  0,10°  0,20°  184° 184>  7.22°
Brilho 8,47° 824" 7,17 580° 580° 2719
Aspecto umido 8,57° 825" 736" 566° 566° 1,73
Aroma:
Peixe fresco 8,74 830" 723 5620 562¢ 054
Ambénia 0,0° 0,12° 035 19 19  820°
Textura:
Firmeza 0,31° 0,74° 088 201> 201° 586

* Valores médios de trés repeti¢des

Médias com a mesma letra mintiscula nas linhas, ndo diferem significativamente (p £0,05)
entre si, pelo teste de Tukey.
Significado da escala: 0 = nenhum/fraco 9 = muito/forte
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TABELA 16 — Notas (médias) atribuidas pela equipe sensorial para os atributos de

aparéncia, aroma e textura de filés de cag@o tratados com agua destilada
(controle), durante armazenamento a 10°C.

Atributos Tempo de armazenamento (dias)
0 1 2 3 4

Aparéncia:

Cor caracteristica 8,69° 7,93 6,45° 1,78¢ 0,54°
Manchas amarelo-esverdeadas 0,0 0,23¢ 1,09° 6,64° 7,46°
Brilho 8,47° 7,94° 7,07° 2,33¢ 0,58°
Aspecto umido 8,57 7,95° 6,82° 1,78¢ 0,49°
Aroma:

Peixe fresco 8,74° 8,08° 6,25° 1,13¢ 0,24°
Amodnia 0,0¢ 0,27° e 2 6,12° g a5
Textura:

Firmeza 0,31° 0,80° 1,97 5,44° 7,02°

* Valores médios de trés repetigdes

Médias com a mesma letra mintiscula nas linhas, ndo diferem significativamente (p < 0,05)
entre si, pelo teste de Tukey.

Significado da escala: 0 = nenhum/fraco 9 = muito/forte

A exemplo do relatado no estudo das alteragdes fisico-quimicas, sensoriais e
microbiologicas, durante o armazenamento dos filés nas temperaturas citadas, houve uma
diminuigdo significativa (p < 0,05) da intensidade da cor caracteristica, do brilho, do
aspecto umido e do aroma de peixe fresco. Por outro lado, observou-se um aumento
significativo (p < 0,05) da presenca de manchas amarelo-esverdeadas, da intensidade do
aroma de amonia e firmeza. Nota-se que os atributos cor caracteristica, presenca de
manchas amarelo-esverdeadas, aroma de peixe fresco, aroma de amonia e firmeza foram os
que melhor contribuiram para a discriminagdo das amostras, devido a grande variagdo de

intensidade destes atributos entre as mesmas.
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AS TABELAS 17 e 18 apresentam as notas (médias) dos atributos julgados
para o perfil sensorial de filés de cagdo submetidos a tratamento com acido acético 1% e
estocados a 0° e 10°C. Os resultados mostram que os atributos sensoriais apresentaram
pouca variagdo (p < 0,05) ao longo da estocagem nas duas temperaturas. Isto é devido,

provavelmente, & redugido dos teores de uréia e ao efeito inibitorio do crescimento

microbiano produzido pela agdo do 4cido acético sobre os filés,

Nota-se que os atributos aroma de aménia e presenca de manchas amarelo
esverdeadas apresentaram baixos escores mesmo com os filés em fim de vida util,
evidenciando-se, desta forma, o efeito do acido acetico sobre os filés. Por outro lado,
observou-se variagdes na cor caracteristica dos filés, com o aparecimento de uma cor
esbranquigada na superficie dos mesmos. Também observaram-se mudangas no aspecto
umido e na textura dos filés, o que poderia ser atribuido a desnaturagdo proteica e
modificagbes produzidas na capacidade de retencdo de agua por efeito do acido acético

sobre os filés.

Durante a estocagem a 0° ¢ 10° C observaram-se aumentos menores nos escores
de firmeza nos filés tratados com &cido acético 1%, comparativamente aos filés tratados
com agua destilada (controle), isto ¢ devido, provavelmente, ao efeito do acido acético
sobre os filés produzindo a diminuigdo do pH destes, podendo levar a maiores perdas de
exsudado, pelo fato de haver menor capacidade de retengdo de agua das proteinas em faixas

de pH muito baixas, proximas ao ponto isoelétrico das mesmas, afetando a textura dos filés.

De acordo com Forrest et al. (1975), a queda do pH do musculo de carnes
diminui a sua capacidade de retencio de agua. Segundo Sgarbieri (1996), ¢ incomum que a
degradac@o de proteinas ocorra pela agdo dos 4cidos quando o pH esta acima de 4,0, mas
pode haver perda de solubilidade daquelas cujos pontos isoelétricos se encontrem nas faixas

de pH ligeiramente 4cido, como € o caso das proteinas da carne.

De acordo com os resultados da avaliagdo sensorial, os filés submetidos a
tratamento com acido acético foram considerados inaceitiveis para o consumo apos os

periodos de 3 e 12 dias, durante a estocagem a 10° e 0°C, respectivamente.
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TABELA 17 — Notas (médias) atribuidas pela equipe sensorial para os atributos de
aparéncia, aroma e textura de filés de cagdo tratados com é&cido aceético 1%,

durante estocagem a 0°C.

Atributos Tempo de armazenamento (dias)
0 2 4 8 10 14 16

Aparéncia:
Cor caracteristica 878" 863 807 7,53 6068 262° 144
Manchas amarelo-esverdeadas  0,0°  0,0°  0,0°  001° 0,16° 174> 3,16
Brilho 872" 858" 808 760° 608 248 144
Aspecto umido 8.74° 861° 806° 7,57 624° 303 1,53
Aroma:
Peixe fresco 878" 866" 806° 7,58 609 161° 0,95
Aménia 00° 00° 00° 003 028 063 1,50
Textura:
Firmeza 027" 038% 059% 1i0® 157 34 472

* Valores médios de trés repeti¢oes
Meédias com a mesma letra mintscula nas linhas, ndo diferem significativamente (p < 0,05)

entre si, pelo teste de Tukey.

Significado da escala: 0 = nenhum/fraco
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TABELA 18 — Notas (médias) atribuidas pela equipe sensorial para os atributos de
aparéncia, aroma e textura de filés de cagdo tratados com acido acético.
durante estocagem a 10°C.

Atributos Tempo de armazenamento (dias)
0 1 2 3 4

Aparéncia:
Cor caracteristica 8,78* 837 8,14° 6,64° 2,944
Manchas amarelo-esverdeadas 0,0° 0,01° 0,04° 0,14° 0,95*
Brilho 8,72° 8,33° 8,14° 6,75° 3,36°
Aspecto imido 8,74 8,38 8,15 6,63¢ 3,60
Aroma:
Peixe fresco 8,78 8,43 8:15° 6,68° 1,22¢
Ambnia 0,0° 0,0° 0,01° 0,01 0,98°
Textura:
Firmeza 0,27° 1,06 1,61° 1,36° 3,07°

* Valores médios de trés repetigdes

Medias com a mesma letra mintscula nas linhas, ndo diferem significativamente (p £0,05)
entre si, pelo teste de Tukey.
Significado da escala: 0 = nenhum/fraco 9 = muito/forte
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6. CONCLUSOES

Os trabalhos experimentais desenvolvidos e os resultados obtidos, possibilitaram alcangar

as seguintes conclusoes:

6.1. O agar triptona-extrato de levedura-uréia (agar TEU), contendo uma concentragao de
KH,PO, de 10 g/l utilizado com a técnica de espalhamento superficial e incubagdo das
placas a 20°C por um periodo maximo de 4-5 dias, evidenciou o melhor desempenho na

contagem e diferenciagdo de culturas produtoras de urease.

6.2. Foi desenvolvida a terminologia descritiva e os perfis sensoriais de filés de cagdo
refrigerados, através da Analise Descritiva Quantitativa (ADQ).Os atributos mais
importantes para discriminar os filés, em funcdo dos estagios de frescor foram @ cor
caracteristica, presenga de manchas amarelo-esverdeadas, brilho, aspecto imido, aroma de

peixe fresco, aroma de aménia e firmeza.

6.3. Constatou-se a prevaléncia de bactérias psicrotroficas Gram negativas na microbiota
produtora de urease do cagao, principalmente Flavobacterium odoratum (40%), Shewanella
putrefaciens (20%) e Pseudomonas diminuta (15%). Através de testes de incubagdo
demonstrou-se a capacidade de multiplicagdo destas bactérias em temperaturas de
refrigeragdo (4°C) e em temperaturas de abuso (10°C), bem como a adequacidade do

extrato muscular do cagdo como substrato para a multiplicagao dos contaminantes.

6.4. As reagdes de Eber para amonia e gas sulfidrico, e determinagdes de: pH, bases
nitrogenadas volateis (BNV), ur€ia, Nitrogénio ndo protéico (NNP) e a contagem de
bactérias psicrotroficas ndo se mostraram adequadas como indices de avaliagdo da
qualidade de filés de cagdo. Por outro lado, as determinagdes de amonia e trimetilamina
(TMA) e a contagem de bactérias produtoras de urease mostraram-se promissoras para
serem utilizadas como critérios de avaliagdo da qualidade dos filés, sempre em correlagdo
com avaliagdes sensoriais. A vida til dos filés de cagdo foi de aproximadamente 2, 6 € 8

dias, durante a estocagem a 10°, 4° e 0°C, respectivamente.

6.5. O tratamento dos filés de cagdo com 4cido acético 1% por 3 horas a 5°C, mostrou-se
eficiente na reducdo dos teores de uréia. A vida util dos filés de cagido submetidos a esse
tratamento foi de aproximadamente 3 e 12 dias, durante a estocagem a 107 ‘e 0°C,

respectivamente.
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