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RESUMO

O estado do Tocantins tem um grande potencial para o desenvolvimento da cadeia de pescado
por possuir condi¢cBes ambientais favoraveis. Dentre os peixes com alto potencial para
criacdo no estado encontra-se 0 Tambaqui, por conta disto e seu preco acessivel pode se
tornar uma proteina comum na dieta dos brasileiros. Nesse contexto, o presente estudo
buscou avaliar os parametros microbiologicos e fisico-quimicos de pescado da espécie
tambaqui (Colossoma macroporum), cultivada em tanque rede no represamento do rio
Tocantins no municipio de Palmas-To. Foi também proposto o uso de colorimetria, que
permite obter dados objetivos de percepgdes sensoriais subjetivas, construindo uma relagéo
entre o frescor e a mudanca de cor na cérnea do pescado no decorrer do tempo de
armazenamento. Foi identificada a presenca de estafilococos coagulase positivo na
musculatura ap6s o 20° dia e no swab de superficie em quantidades superiores as aceitas
pelas normas sanitarias). Foram detectados Salmonella spp. e coliformes a 45°C (>1,1x10°
NMP/g) em amostras de musculatura, swab de superficie do Tambaqui e em 4gua oriunda o
de tanque-rede. Ndo foram identificadas col6nias tipicas de Escherichia coli na musculatura
de nenhum exemplar analisado, entretanto estavam presentes na agua e no swab de superficie.
A contagem total de bactérias aer6bias mesofilas ndo revelou correlagdo de deterioragcdo com
0 tempo de armazenamento, contudo as psicrotroficas se multiplicaram durante os 20 dias de
armazenamento em gelo. O pH da musculatura variou de 6,80 a 7,54, e a umidade variou de
76,83% a 79,13%. Nao houve mudancas significativas quanto aos valores de proteinas,
lipideos e na variacao total de cor, mas observou-se um decréscimo de minerais, deteccdo da

reducdo do brilho e aumento da cor verde no decorrer do tempo de armazenamento.

Palavras-chaves: tambaqui, qualidade, colorimetria, deterioracéo



ABSTRACT

The state of Tocantins has great potential for the development of the fish chain, due to its
favorable environmental conditions. Among the fish with high potential for breeding in the
state is Tambaqui, because of this and its affordable price it can become a common protein
in the diet of Brazilians. In this context, this study aimed to evaluate the microbiological and
physicochemical parameters of the tambaqui species (Colossoma macroporum) fish,
cultivated in a net tank in the damming of the Tocantins River in the municipality of Palmas-
To. The use of colorimetry was also proposed to obtain objective data from subjective
sensory perceptions, building a relationship between freshness and color change in the fish
cornea during storage time. The presence of coagulase-positive staphylococci was identified
in the musculature after the 20th day and in the surface swab in quantities greater than those
accepted by health standards). Salmonella spp. and coliforms at 45°C (>1.1x103 NMP/g) in
musculature samples, Tambaqui surface swab and in water from cages. No typical colonies
of Escherichia coli were identified in the musculature of any analyzed specimen; however,
they were present in water and surface swab. The total mesophilic aerobic bacteria count
showed no correlation of deterioration with storage time, however psychrotrophic bacteria
multiplied during the 20 days of ice storage. Muscle pH ranged from 6.80 to 7.54, and
moisture ranged from 76.83% to 79.13%. There were no significant changes in the values of
proteins, lipids and total color variation, but there was a decrease in minerals, detection of a

reduction in brightness and an increase in green color during the storage time.

Keywords: tambaqui, quality, colorimetry, deterioration
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1. INTRODUCAO

Muito se discute sobre o crescimento exponencial da espécie humana, assim como as
possibilidades de fornecer alimentos de qualidade e seguros para todos. A manufatura de
alimentos é um dos pontos a serem estudados a fim de se manter a humanidade nutrida, de
maneira que 0s impactos provocados pelo desenvolvimento ndo acarretem mudangas
irreversiveis e prejudiciais a0 meio ambiente (FAO, 2020). Alimentar-se de maneira
saudavel e sustentavel atrai cada vez mais consumidores hoje e é considerado um dos

principais desafios da humanidade.

No contexto alimentar, a demanda proteica é de extrema importancia para saude
humana, no entanto, um dos desafios do fornecimento de proteina é a demanda pela proteina
animal e seus respectivos impactos no meio ambiente na atualidade. De acordo com
Organizacdo para a Cooperagdo e Desenvolvimento Econémico - OECD/FAO (2016), €
apresentado um panorama acerca da producao agricola, onde se evidencia a perda do espaco
das proteinas oriundas de aves, suinos e bovinos para a do pescado, que se tornou a proteina
animal mais consumida, produzida e comercializada em todo mundo, e que devera se manter
assim até 2025.

Segundo Sampaio (2013, pag. 5) “Em relag@o a pecuaria, a piscicultura permite uma
producdo de proteina por hectare 20 a 80 vezes maior, considerando-se a producdo de 100
kg carne/ano, em um hectare de boa pastagem”. Tal informacdo além de contribuir para ideia
de que a psicultura € mais eficiente no ambito de producdo de proteina, pode-se relacionar
também ao impacto ambiental causado por esta atividade, que por sua vez é menor, se
tornando uma préatica mais sustentavel.

O Brasil ja foi considerado o pais com maior potencial para o desenvolvimento da
pesca e aquicultura. Hoje, ocupa a 132 posi¢do na producdo de peixes em cativeiro, e a 8° na
producéo de peixes de agua doce. Tal apontamento evidencia que o potencial de producéo de
pescado do pais estd sendo desperdigado, tendo em vista que o pais conta com uma grande
variedade de corpos de &gua passiveis de exploracdo. Ressalta-se ainda alguns dos entraves
dessa cadeia, que seriam a falta de informacdes sobre o setor e a falta de investimentos em
pesquisa e tecnologia, a fim de tornar as atividades mais sustentaveis, eficientes, rentaveis e
seguras (FOGACA, 2020).
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O estado do Tocantins apresenta um excelente potencial para a pratica da
piscicultura, por possuir em seu territorio uma grande disponibilidade hidrica, contando com
a segunda maior bacia hidrografica do pais e com reservatdrios de hidrelétricas. As
temperaturas elevadas e grande luminosidade durante o ano todo também séo fatores que
favorecem o desenvolvimento dos peixes no estado (FILHO; BARROSO; FLORES, 2014).
Segundo dados do Anuario Peixe BR (2021), em 2020 o estado do Tocantins produziu 14.804
toneladas de pescado, com aumento de 11,3% sobre o ano anterior. Com esse resultado,
mantém a 182 posicao no ranking dos estados produtores, evidenciando que mesmo com as
dificuldades encontradas pelo setor, a producdo continua crescendo.

Visto a importancia da piscicultura faz-se necessario uma avaliacdo da qualidade
dos peixes que sdo produzidos, ressaltando ainda a grande informalidade na comercializacéo.
O pescado é um alimento altamente perecivel, que se deteriora rapidamente se nao for
manipulado, processado e armazenado adequadamente seguindo os padrdes de qualidade e
seguranca (PEIXE BR, 2019).

Com a pesca de peixe sendo a principal atividade dentro da cadeia da aquicultura,
podemos salientar ainda que foi o tipo de exploracdo que apresentou o maior crescimento
segundo relatorio “The State of World Fisheries and Aquaculture— SOFIA (2020), isso pode
ser explicado pela percepcao do consumidor sobre qual a proteina faréa parte de sua dieta, ja
que com o passar do tempo pode culminar como a op¢do mais vantajosa, pois € um alimento
de alto valor nutricional e de 6timo custo-beneficio.

O consumo de pescado na América deve atingir um crescimento de aproximadamente
33% em relacdo aos anos anteriores até o ano de 2030 (FAO, 2018), sendo de suma
importancia a obtencdo de dados que auxiliem no processo de descri¢do e qualidade do

pescado, com ressalva as espécies que sejam melhor adaptadas a cada bioma.

Nesse contexto, torna-se imprescindivel estabelecer informagdes que auxiliem no
controle de qualidade, que nos tragam ponderacOes acerca do processo de deterioragéo e a
vida util do pescado, visto que existem na literatura poucos registros que fornegcam padrdes
acerca da qualidade de espécies amazonicas, como o tambaqui Colossoma macroporum

(Cuvier,1818) (Characiformes, Serrasalmidae) cultivados em tanque rede.
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2. OBJETIVOS
3. Objetivo geral

Analisar parametros microbioldgicos e fisico-quimicos de pescado da espécie
tambaqui (Colossoma macroporum) cultivado em tanque rede no represamento do rio

Tocantins, municipio de Palmas.

4. Objetivos especificos

e Determinar composicdo parcial de tambaqui desde a despesca até o 20° dia de
armazenamento em gelo, sendo a cada 4 dias aferidos a umidade e pH e a cada

8 dias cinzas, proteina e lipidios;

e Determinar coliformes totais e termotolerantes a 45°C, pesquisa de
Salmonella spp., e contagem total de microrganismos aerdbios psicrotroficos
e heterotréficos em amostras de agua do tanque rede;

e Realizar analises da musculatura do tambaqui, desde a despesca a cada 4 dias
até o 20° dia de armazenamento, para deteccao e quantificacdo de coliformes

a 45°C, estafilococos coagulase positiva, e Salmonella spp.;

e Realizar analise da superficie do Tambaqui ap0s despesca, para detec¢do e
quantificacdo de coliformes a 45°C, estafilococos coagulase positiva, e

Salmonella spp.;

e Realizar confirmacdo de presenca dos patdgenos alimentares Escherichia
coli, Staphylococcus aureus e Salmonella spp. através de provas bioquimicas;

e Realizar a contagem de microrganismos aerobios mesofilos e psicrotréficos
das amostras de swabs de superficie e musculatura do peixe desde a despesca

até o0 20° dia de armazenamento em gelo;

e Utilizar colorimetro para tentar prognosticar o frescor do peixe inteiro e

armazenado em gelo, baseado na mudanca de cor dos olhos;
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Agregar ao conjunto de estudos sobre a espécie dados que corroborem com
um beneficiamento que proporcione um alimento seguro e de qualidade; e

Correlacionar os dados microbiologicos, fisico-quimicos com o tempo de

armazenamento de forma a identificar um possiveis relagdes.
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5. Referencial teorico
5.1. Composicao centesimal da carne de pescado

A composicdo centesimal é definida como relagdo de constituintes presentes na
matéria prima alimenticia expressa em porcentagem. Comumente sdo estudados a presenca
de agua, umidade, proteina, lipideos, carboidratos e cinzas. Tais compostos se encontram em
constante varia¢do no pescado, porém apds o seu abate essas varia¢fes podem influenciar na

aceitabilidade do pescado para o consumo humano (LOVE, 1992)

E de conhecimento geral que diferentemente das outras fontes de proteina animal, os
peixes encontram uma maior variagdo na sua composicao, mesmo entre individuos da mesma
espécie. Isso se deve tanto a fatores intrinsecos, como atividade migratéria e periodo
reprodutivo, como também a disponibilidade de nutrientes para seu desenvolvimento (HUSS,
1999).

Como h& uma grande variabilidade acerca da composi¢do do pescado o uso de
parametros mais gerais podem nos dar uma falsa ideia de homogeneidade. Tendo isto em
vista, com relacdo aos peixes de dgua doce, 0 componente em maior quantidade é a umidade
que pode variar entre 64 e 82%, os lipideos se encontram na faixa de 1 a 17 %, as proteinas
apresentam valores entre 14,51 e 16,98%, as cinzas variam entre 0,85 e 0,97% e 0s
carboidratos encontram-se na faixa de 1,2 a 2,76% segundo Guinazi (2006).

Sant’Ana (2019) estudou a espécie Pacuma Lophiosilurus alexandri e também fez
suas contribuicBes acerca da composicao quimica desse peixe de dgua doce, com valores de
umidade por volta de 80%, proteina com 17%, cinzas 1% e lipideos com 2%. Com relac&o
aos lipideos temos dois grupos de peixes, 0s gordos e 0s magros, sendo esse, 0 aspecto com

maior indice de variabilidade mesmo dentro da mesma espécie (ROCHA et al., 1982).

Através de um experimento feito em 5 espécies de peixes comerciais do rio Nilo no
Sudao durante 45 dias a composi¢do apresentou teores de umidade na casa dos 70%, a
proteina entre 17 e 22%, a gordura com teores medios entre 2 e 8% e as cinzas
aproximadamente 1,5% (MALIK, 2021). Segundo tais estudos podemos observar uma
tendencia a determinadas faixas de valores para tais caracteristicas, mas que pode variar

bastante conforme os habitat e métodos de cultivo do pescado entre outros fatores.
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6. Microbiologia do Pescado

De inicio, 0 musculo do peixe saudavel é estéril j& que o sistema imunologico do
mesmao previne o desenvolvimento microbiano, muito diferente da pele do peixe que reflete
a microbiota do ambiente no qual ¢é cultivado. Devido a carne do pescado ser de alto valor
bioldgico, elevada atividade de agua e possuir uma série de outros nutrientes, o pescado é

propicio para o desenvolvimento de microrganismos deteriorantes (VIEIRA, 2003)

Logo apds a captura do peixe, diversas transformagdes bioquimicas acontecem,
podendo corroborar com o desenvolvimento de microrganismos presentes em sua
microbiota. Existem certos géneros comumente encontrados na microbiota do pescado sendo
eles Pseudomonas, Moraxella, Shewanella, Flavobacterium, Vibrio e Micrococcus, dentre
estes as Pseudomonas e Shewanella segundo Franco e Landgraf (2005) sdo géneros que estéo
intimamente ligados as alteracfes organolépticas do pescado.

Além da microbiota natural do pescado, ele estd susceptivel a contaminacdo
microbioldgica proveniente do seu manejo e beneficiamento. Tais microrganismos podem
ocasionar riscos a saude, como por exemplo: cepas psicrotréficas de Bacillus cereus,
Clostridium perfrigens tipo C, Clostridios sulfito redutores, Klebsyella spp, Citrobacter spp,
Enterobacter spp, Yersinia enterocolitica, Escherichia coli, Pseudomonas spp, Aeromonas
spp, Alcaligenes spp, Flavobacterium spp, enterococos e coliformes termotolerantes
(GERMANO, 2015)

Algumas das espécies explicitadas merecem destaque, pois a legislacdo preconiza seu
controle como forma de garantir a qualidade e seguranca do pescado. A resolucdo RDC N°
12 de 2001, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria - ANVISA, foi revogada pela RDC
N° 331 de 2019, juntamente com a Instrugdo Normativa n° 60, de 23 de dezembro de 2019,
que estabelece padrbes microbioldgicos para alimentos de venda e exportacao. Esses padroes
cobrem principalmente os grupos microbianos que ndo apresentam alteracfes sensoriais

perceptiveis na matriz alimenticia, mas mesmo assim apresentam riscos a salde.
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7. Tambaqui (Colossoma macroporum)

A espécie Colossoma macropomum, popularmente conhecida como tambaqui, (figura
1) é um peixe amazonico teledsteo, pertence a ordem Characiformes e a familia
Serrasalmidae. Tem como principais caracteristicas, ser redondo, rustico, onivoro, reofilico,
de grande porte, com reproducdo que pode ser controlada na psicultura (GOULDING,
CARVALHO, 1982; KUBITZA, 2004). O tambaqui € a espécie nativa mais produzida no
Brasil, contando com 44.978 estabelecimentos agropecuarios de beneficiamento,
majoritariamente localizados no norte e nordeste, com producédo anual de 287.910 toneladas.
O tambaqui também é a terceira espécie em exportacdo com ndmeros promissores,
apresentando uma alta de 648,6% em relacdo a 2019 (PEIXEBR, 2020 e 2021).

Fig. 1: Exemplar de tambaqui.

4 .

Fonte: Autor, 2019.

Com o pacu (Piaractus mesopotamicus) e a pirapitinga (Piaractus brachypomum),
bem como determinados hibridos destas espécies, o tambaqui faz parte do grupo de peixes
denominados redondos (ZANIBONI-FILHO, 1997). O tambaqui pode chegar até um metro
de comprimento e 30 Kg de peso. Para suprir a crescente demanda por proteina animal, aliada
a necessidade de uma producédo sustentavel, o tambaqui demonstra um enorme potencial,
pois apresenta um facil manejo devido a sua resisténcia a baixos niveis de oxigénio

dissolvido, habito gregario e excelentes taxas de conversdo alimentar (VAL et al., 1998).
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De acordo com dados de 2006 da estatistica brasileira da pesca (IBAMA, 2007) o
preco médio do tambaqui de cultivo no Tocantins, era de 4,50 R$/Kg. Tais dados se
encontram defasados e ha uma enorme presséo do setor sobre 0 governo para que um novo
levantamento seja feito, ja que os precos sobem com a inflacdo. Com a ferramenta presente
no site do Banco Central Brasileiro, calculadora cidad&o, estimamos o valor corrigido do
preco médio do quilo de tambaqui, sendo 10,03 R$/Kg pelo INPC (indice Nacional de Preco
ao Consumidor) (IBGE, 2021).

Estudos realizados por Feitosa (2018), relacionados aos aspectos econémicos da
atividade piscicola, demonstram a viabilidade econémica do tambaqui, apontando que: a
propriedade tipica do estado do Amazonas apresenta o valor de investimento de R$ 66.594,17
Reais/ha e um Lucro Liquido de R$ 0,54/Kg, ja por sua vez, a propriedade tipica de Rondbnia
apresenta um investimento de R$ 49.080,19 Reais/ha e o Lucro Liquido de R$ 0,25/Kg, por
fim, a propriedade tipica de Roraima, apresenta o investimento de R$ 43.777,18 Reais/ha e
Lucro Liguido de R$ 0,94/Kg.

N&o foram encontrados estudos que estimam o investimento e o lucro liquido para o
Tocantins, mas a autora Filho (2015) observou que o investimento na producéo de tambaqui
em viveiro escavado no Tocantins é atraente do ponto de vista econémico e financeiro.
Concluindo assim, que os projetos relacionados a piscicultura na Amazénia sdo viaveis e

bastante produtivos.

O tambaqui é produzido em sistemas aquicolas que compreendem desde o tradicional
cultivo semi-intensivo em viveiros escavados, até cultivos mais extensivos em grandes
barragens, como no Sudeste do Tocantins (CNA/EMBRAPA, 2016). Algumas iniciativas de
cultivo intensivo para producdo desta espécie em tanque-rede comecam a ser validadas em
campo. Os indicadores zootécnicos da producdo de tambaqui em viveiros escavado
levantados pelo projeto Campo Futuro sdo de 0,88 Kg/m? de densidade de estocagem e uma
taxa de conversédo alimentar 1,8 no centro do Tocantins (CNA/EMBRAPA, 2014; 2015). Os
dados se mostram promissores, contudo, devem ser alavancados com melhor manejo e a

tecnificacdo dos processos de beneficiamento post-mortem.


https://www3.bcb.gov.br/CALCIDADAO/jsp/index.jsp
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Quanto a composicdo parcial da espécie, valores encontrados na literatura séo

apresentados na Tabela 1.

Tabela 1: Composicdo parcial do tambaqui (Colossoma macroporum).

Umidade Proteina Gordura Cinza Autores
74,33 17,01 7,60 0,95 Almeida (1998)
79,42 16,74 2,66 1,18 Andrade (2006)
72,70 19,00 6,90 1,40 TACO (2003)
31,07* - 9,69* 1,25* Amaral (2013)
66,30* 24,80* 5,80* 3,10* Aguiar (1996)

Valores percentuais; * Filé de tambaqui.

8. Sistemas produtivos aquicolas

A producdo de pescado é conduzida de diferentes formas, sendo especificada pelo
ambiente, manejo implementado, tipo de alimentagéo e a produtividade alcancgada, séo elas

0 sistema extensivo, semi-extensivo e o sistema intensivo (EMBRAPA, 2013).

No sistema extensivo ndo ha controle frequente da qualidade da agua, existe pouco
ou nenhum arragoamento, sendo a principal fonte de alimentacdo obtida no ambiente ndo se
emprega tecnologia e geralmente pratica-se o policultivo (varias espécies no mesmo
ambiente), tais praticas levam a nimeros poucos expressivos de rendimento (SENAR, 2018).
A popularizagéo desse sistema se encontra na aquicultura familiar e lazer, sendo o de menor

custo de implantacdo e menor quantidade de peixes por volume de reservatorio.

No sistema semi-extensivo se propde uma certa preocupagdo no que tange a
renovacao da agua, assim como seu controle de qualidade frequente. A alimentagdo passa a
ser feita por ragdes comerciais e se utiliza algum tipo de tecnologia como aeradores, sensores

e a automatizacao de processos (SENAR, 2018).

No sistema intensivo, é priorizada uma espécie de pescado, o alimento € especifico
para espécie que se esta cultivando, tem-se o controle sistematico da qualidade de &gua com
utilizacdo de aeradores. Se utiliza tecnologia na maioria das fases de producéo e tudo isso

feito com auxilio de POP’s — Procedimentos padrOes operacionais para se conseguir um
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controle rigoroso do processo produtivo (SENAR, 2018). Tal sistema necessita de maiores

investimentos, mas entrega melhores resultados e possibilita uma maior densidade de peixes.
Tanque rede

Segundo Ximenes e Vidal (2018), o Brasil conta com 5 milhdes de hectares de areas
alagadas formadas por reservatorios de hidrelétricas, rios, areas de garimpo, acudes, entre
outros corpos de agua que demonstram um enorme potencial para instalagdo de tanques rede.
Esse sistema de cultivo é o que mais cresce no mundo, com chances de se consolidar como
sistema de cultivo majoritario no pais e pode se tornar o mais importante modo de cultivo de

peixes no mundo.

Com a psicultura em tanques-rede obtemos algumas vantagens em relagdo aos
sistemas tradicionais do ponto de vista técnico, econdmico, ambiental e social. As principais
vantagens sao (SEBRAE,2013):

Tecnologia relativamente barata e simples, sendo aplicavel a produtores com

pOUCOS recursos;
e Ser técnica e economicamente viavel, praticamente em qualquer escala;
e O manejo é simples e de facil entendimento;

e Maior gerenciamento dos processos e controle dos parametros de qualidade;

e

e Despesca simples e rapida com pouca necessidade de méo de obra.

Os tanques-rede como mostra a Figura 2 exigem constante acompanhamento, se
constituem de estruturas que confinam o0s peixes em seu interior enquanto permitem a troca
de 4gua com o ambiente, tendo sua eficiéncia ligada na relacdo entre o volume, formato,
material utilizado em sua construcdo, qualidade da agua, espécie criada, assisténcia técnica,
racdo e manejo (Woynarovich, 2019).

Figura 2: Tanque-rede instalado no lago de Palmas, utilizado no sistema intensivo
no cultivo de tambaqui.
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Fonte: Barbosa, 2019.

Comumente os tangues redes sao feitos com redes ou malhas de aco, algum outro material
esquelético podendo assumir formas cilindricas ou retangulares, elas devem ser fixadas a um
pontdo se ajustando ao nivel da agua flutuando além de tomar cuidado para que 0s peixes

ndo escapem e nao deixem os predadores entrar (Woynarovich, 2019).

9. Qualidade do pescado

A qualidade do pescado pode ser avaliada por varias perspectivas, sendo elas
qualitativas, descritivas, quantitativas ou até mesmo de maneiras subjetivas, como os estudos
de analise sensorial. As variacdes, suas causas e seus significados para industria de alimentos
compdem o espectro de dados que constituem o conceito de qualidade, que é construido a
partir da avalia¢do da “condi¢ao nutricional” do pescado. Esse termo é comumente usado por
bidlogos, que atraves de medidas objetivas avaliam tal aspecto, entretanto, esse conceito €
bastante ligado a aceitabilidade do pescado como alimento (LOVE, 1992)

Um dos atributos da qualidade é o frescor, tal critério apesar de parecer subjetivo se
mostra como o principal atributo de analise quando utilizamos métodos de avaliacdo como
0s sensoriais, microbioldgicos, e os fisico-quimicos. Os parametros sensoriais sao 0s mais
utilizados pela cadeia produtiva de pescado, e pelas entidades de fiscalizacdo sanitéaria por
conta de sua praticidade (SOARES, 2012). O frescor pode se relacionar diretamente com
diversos parametros sendo eles (Adaptado de Olafsdottir et al. 1997):
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e Elevado teor Creatina, OTMA - Oxido de trimetilamina, ATP-Adenosina 5°’-

trifosfato, IMP - Inosina 5’-monofosfato;
e Musculo num estado préximo do rigor mortis;
e pH<70;
e Baixo n.° de microrganismos;
e Autolise reduzida;

e Aspecto caracteristico, cheiro fresco e textura firme.

Dentre os protocolos que sdo referéncia no mundo para a avaliacdo do frescor do
pescado estdo: (i) o Quality Index Method (QIM) (BREMNER, 1985), (ii) o Esquema da
Unido Europeia (CE, 1996) e (iii) o Esquema Torry (SHEWAN, MACINTOSH, TUCKER,
& EHRENBERG, 1953). Entretanto, a maioria desses protocolos ndo abarcam um numero
expressivo de espécies, além das dificuldades de padronizacdo das amostras. O mais
comumente empregado é o QIM, contudo, estudos de validacdo bacteriolégica demonstram
lacunas no protocolo, 0 que nos impele a estudar alternativas para aferir o frescor
(BERNADO, 2020).

Certas variaveis podem ser estudadas de maneira qualitativa e descritiva, dentre elas
a investigacdo da populacdo microbiana do pescado e os parametros fisico-quimicos, que nao
se limitam apenas a observacdo do pescado, mas do ambiente em que estd sendo cultivado
também. Em relacdo ao habitat de exploracdo, a Resolucdo CONAMA n° 357 (BRASIL,
2005) define a quantidade de coliformes termotolerantes para dguas de classe 11, destinadas
a aquicultura, e determina niveis toleraveis para outras classes de microrganismos, visto que
a qualidade do pescado esta ligada a qualidade da 4gua, que muitas vezes recebe despejo de

poluentes.

Existem diversas praticas que sdo cruciais para a preservacgdo das caracteristicas do
pescado, proporcionando uma menor carga de microrganismos patégenos e deteriorantes,
implicando em maior vida de prateleira do pescado (PATERSON et al. 1997; HUSS, 1995).

Podemos destacar alguns estudos que corroboram com a hipdtese de que o processamento
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impacta na qualidade do pescado, como por exemplo, 0 modo de captura pode aumentar de
10 a 100 vezes a carga microbiana (ASHBOLT, 2015). Quando o peixe néo é insensibilizado
durante o processo de abate pode-se gerar alteragdes indesejaveis no rigor mortis, que afetam
0 aspecto da pele, a composi¢do quimica, o pH e as propriedades organolépticas da carne
(PATERSON et al., 1997; ROBB, 2002). Ademais, a nutricdo também fornece os subsidios
para um pescado com um bom perfil de nutrientes ndo devendo ser negligenciada (LOVE,
1992).

Com base nas diversas formas de se conhecer a qualidade do pescado torna-se comum
a associacdo de métodos para se obter resultados mais robustos e protocolos mais eficientes,
que devem ser adequados as mais variadas situaces na cadeia da psicultura. Esse esforco se
deve ao fato de que ao se conhecer a percepcao de qualidade do consumidor, 0s produtores
terdo um produto competitivo (BERNADO, 2020).

Devemos destacar certos marcos regulatdrios nacionais que ja oferecem uma direcéo
para a maioria dos produtores de pescado e ajudam a padronizar a qualidade de pescado e

facilitam o controle sanitario desses alimentos:

e Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento - MAPA normatiza para
padrdes de qualidade em pescados varios parametros, de acordo com sua

competéncia,;

e Decreton®9.013/2017 que dispde sobre o Regulamento da Inspecéo Industrial

e Sanitaria de Produtos de Origem Animal;

e Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de Peixe Fresco (Portaria
n°185/1997 e Instrucdo Normativa n° 21 de 31 de maio de 2017).

Decomposicao bacteriana e alteragdes fisico-quimicas

Certas transformagdes na matriz alimenticia do pescado se devem aos fatores
intrinsecos como elevada atividade de agua dos tecidos, o teor elevado de nutrientes de facil
acesso pelos microrganismos, a rapida agdo destrutiva das enzimas naturais presentes nos
tecidos, a alta taxa de atividade metabdlica da microbiota, a grande quantidade de lipideos

insaturados e pH proximo a neutralidade (SOARES, 1998). Essas alteracdes ocorrem por
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conta de trés causas principais, sendo elas de natureza enzimatica, oxidativa e bacteriana
(VIEIRA, 2003). Como fatores extrinsecos merecem destaqgue o meio de cultivo, a

manipulagéo e 0 manejo da cultura.

Ap0s o abate do pescado, a sequéncia de rea¢des autoliticas e bioquimicas comegcam
aacontecer de maneira progressiva e gradual, reac0es essas que interferem no grau de frescor.
Na fase de pré rigor, o musculo de pescado contém quantidades consideraveis de glicogénio,
fosfocreatinina e adenosina 5’°-trifosfato (ATP), dependentes do nivel de esgotamento
provocado pela captura e abate. A musculatura apresenta-se flexivel e elastica, essa fase dura
algumas horas, em seguida se contrai devido as ligacfes das proteinas contréacteis. Esse
processo altera as propriedades das proteinas e, consequentemente, a textura do musculo, que
se torna duro, rigido e inextensivel, caracterizando a fase de rigor mortis (TEJADA 2009;
HUSS, 1995).

A glicolise post mortem anaerobia resulta na acumulacdo de &cido latico que reduz o
pH do musculo. A quantidade de &cido latico produzido esta relacionada com a quantidade
de glicogénio armazenado no tecido vivo. Em geral, o musculo dos peixes contém um nivel
de glicogénio relativamente baixo, em comparacdo ao dos mamiferos (GONCALVES,
2010). Essas alteracdes do pH estdo ligadas a caracteristicas como a textura do musculo, a

medida que o pH decresce ocorre a desnaturacdo parcial de proteinas (HUSS, 1995).

Além do rigor mortis e a queda do pH, é importante destacar o processo de autolise
que quebra as moléculas de proteinas e gordura devido a acdo de enzimas proteoliticas e
lipoliticas no pescado. A autdlise sé produz alteracGes estruturais, porém tais alteracbes
propiciam o desenvolvimento de microrganismos, podendo levar a deterioracdo
(GONCALVES, 2010). Franco e Landgraf (2005) descrevem a autdlise do pescado como

decorréncia de duas ac¢des principais:

e Acéo dos sucos digestivos: esses sucos, de natureza acida e diversas enzimas
proteoliticas atravessam a parede intestinal apds a morte do pescado, atuando

em seguida nos tecidos musculares;

e Acéo das enzimas dos tecidos: existem também enzimas na pele e nos tecidos

que levam ao amolecimento e desintegracdo da carne.
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No inicio do processo de deterioracdo do pescado as enzimas enddgenas sdo as
principais agentes, isso enquanto a microbiota do pescado ndo se adaptou as alteracdes das
condicBGes ambientais (HUSS, 1995). O musculo permanece estéril com ligeiras alteracdes.
A partir desse ponto, a maioria dos aspectos sensoriais surgem como sinais do metabolismo
microbiano (GONCALVES, 2010).

Franco e Landgraf (2005) ressaltam que apds as reacdes enzimaticas ocorrerem nos
tecidos do pescado, varias substancias nitrogenadas ndo proteicas sdo disponibilizadas para
as bactérias. Apos o metabolismo desses compostos, as maiores alteracdes quimicas sdo a
producdo de bases nitrogenadas volateis e a amonia decorrente da desaminagdo oxidativa de
compostos ndo proteicos.

Franco e Landgraf (2005) resumiram o processo deteriorativo de origem bacteriana
da seguinte forma:

e Aminoacidos e outras substancias nitrogenadas ndo proteicas séo utilizadas

pelos microrganismos logo apds o término do rigor mortis;

e Pseudomonas e Shewanella, principalmente, desenvolvem-se utilizando
rapidamente 0s compostos anteriores, originando produtos com aroma

desagradavel, alterando a composi¢ao do substrato;

e Como consequéncia da etapa anterior, cessa a repressao de proteinas, tendo
inicio o processo proteolitico, levando ao aumento ou reposicdo de

aminoacidos no substrato;

e A producdo de bases e compostos volateis, bem como a de H2S e outros

compostos, é aumentada, acelerando a decomposicao do pescado.

Oxidacao lipidica

Os lipidios séo a forma mais concentrada de energia armazenada nos peixes e séo
compostos de bastante interesse na industria por conta dos seus inimeros beneficios a salde,
dito isso, deve-se preservar a0 maximo esses compostos de reacdes que possam interferir na

sua estabilidade (LOVE,1992). Os lipidios sé&o divididos em dois grandes grupos, o primeiro
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consiste em triacilglicerdis (triglicérides), sendo a principal forma de armazenamento dos
recursos energéticos. O segundo grupo, composto principalmente por fosfolipidios e
colesterol, é essencial para a parede celular, mitocdndrias e outras estruturas sub-celulares
(LOVE,1992)

As substéncias bioativas nos 6éleos de peixe sdo os acidos graxos polinsaturados,
especialmente &cido eicosapentaendico, que tem 20 atomos de carbono na cadeia e 5 ligagdes
duplas (20: 5), e também o &cido graxo dodecahexaendico (22: 6). Ambos os acidos
pertencem a série n-3, ou seja, com a primeira insaturacdo ligada no terceiro atomo de
carbono ao longo da cadeia de carbono do grupo metil (LOVE, 1992). A presenga dessas
substancias bioativas de alto grau de insaturacdo no pescado pode agregar valor ao produto

guando ainda estavel na matriz alimenticia.

A estabilidade dos compostos lipidicos pode ser influenciada pelas reacGes de
oxidacdo lipidica que ocorrem quando elétrons sdo removidos de um atomo ou um grupo de
atomos, essas reacdes sao causadas pelo oxigénio atmosférico, e em menor frequéncia metais,
peroxido, 0zonio e outros agentes oxidantes. Essas reacfes levam a formacdo de radicais

livres, promovendo alteracdes de diversas propriedades (ARAUJO, 1995).

Métodos de analise fisico-quimicos

Os métodos fisico-quimico sao utilizados para quantificar a formacdo de compostos
de degradacao no pescado. Segundo Soares (2012), ao tomar ciéncia desses parametros torna-
se possivel prever as condi¢cdes em que as reacOes de degradacdo podem modificar a matéria
prima alimenticia. Varias determinacdes podem avaliar o grau de conservacdo de pescado,
como a medicdo do pH, a de bases volateis (BVT) e a de histamina (TAVARES, MORENO
2005).

Os métodos oficiais para avaliagdo de pescado no Brasil estdo descritos na legislagdo
pela Instrugdo Normativa MAPA n° 25, de 2 de junho de 2011, segundo a qual amostras
encaminhadas as provas fisico-quimicas deverdo estar separadas daquelas enviadas para
analises microbiolégicas (BRASIL, 2011a). No conjunto de analises descritas pela norma

podemos citar que a determinacdo do pH é uma analise bastante empregada, tendo como
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referéncia valores acima de 6,8 para indicar a atividade bacteriana e 0 acimulo de compostos
alcalinos (BRASIL, 2017).

Devemos salientar a investigacdo do acumulo de NBVT - Nitrogénio das Bases
Volateis Totais provenientes das reacdes de deterioracdo do pescado, esta analise tem sido
usada pra estimar o grau de frescor, contudo os valores de NBVT dependem do método de
analise e ndo refletem o modo de deterioracdo (BRASIL, 2017; HUSS, 1995).

Padrbes microbiologicos para pescado

Certos padrdes sdo estabelecidos para a avaliagdo da seguranca presumivel dos
alimentos ou pra estabelecer uma retrospectiva da qualidade microbioldgica (SOARES,
2012). As entidades de controle de sanitario atraves de uma série de estudos estabelecem

limites para a quantidade de carga microbiana no pescado.

Dentre os marcos regulatorios que estabelecem tais faixas de controle microbiano no
Brasil algumas devem ser destacadas, a resolu¢do RDC N° 12 de 2001, da Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria, a ANVISA, que foi revogada pela RDC N° 331 de 2019, juntamente
com a Instrucdo Normativa n° 60, de 23 de dezembro de 2019, que estabelecem padrdes
microbiol6gicos para alimentos de venda e exportacdo. Na referida normativa sao
estabelecidos limites para grupos microbianos que nao necessariamente provocam alteragdes
sensoriais perceptiveis no pescado, mas que mesmo assim podem causar risco a saude
(BRASIL, 2001).

Os marcos regulatérios passam por diversas mudancas em decorréncia dos novos
estudos que sdo feitos e as novas percepcBes que sdo construidas. Em relacdo aos grupos
microbianos alvos, foi inclusa a exigéncia de nova pesquisa no ano de 2019, para Listeria em
alimentos destinados a lactantes e contagem para alimentos prontos para o consumo. Uma
vez que a L. monocytogenes pode se desenvolver em baixas temperaturas se torna necessario

a sua verificacdo e controle para evitar infecgéo alimentar (BRASIL, 2019).

Além da pesquisa no pescado, vale ressaltar que a dgua, local de cultivo do pescado,
também deve obedecer a padrdes microbiologicos para que ndo ocorra a migracdo de

microrganismos para o pescado e seja comprovada sua sanidade. Pela natureza pecilotérmica
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dos peixes, eles sdo acometidos por um grupo especifico de microrganismos, 0S
psicrotroficos, que crescem mesmo sob refrigeracdo (0 — 7°C), mas apresentam temperatura
6tima acima de 20°C. As mais importantes espécies psicrotréficas deteriorantes de pescado
sdo: Alteromonas, Photobacterium e Vibrio (SILVA et al., 2017). Ndo sdo preconizadas
analises para aerobios mesofilos e psicrotroficos em pescado, porém seu estudo revela a

presenca de patdgenos e da indicativos da qualidade sanitaria.

Patogenos encontrados em pescados e principais riscos a salde humana

O estudo da comunidade bacteriana dos alimentos auxilia a cadeia produtiva, evita
eventuais perdas e principalmente a ocorréncia de surtos de intoxicagéo alimentar. Dentre as
cepas patogénicas salientamos as que foram descobertas nos ultimos 20 anos: Campylobacter
jejuni, Escherichia coli 0157H7, Listeria monocytogenes, Salmonella enteritidis, Vibrio
cholerae, Vibrio vulnificus, Yersinia enterocolitica, Norovirus, Rotavirus, Cryptosporidium
parvum e Giardia lamblia (BARBOSA, 2020).

Alguns microrganismos sao utilizados como indicadores da qualidade do alimento, a
Escherichia coli como um deles fornece uma perspectiva dos padrBes higiénicos sanitarios
no processamento dos alimentos, esses microorganismos sdo encontradas em moscas,
animais alimenticios, humanos e animais domésticos (Cook et. al., 2009, Vasilakopoulou et
al., 2009, Songe, 2017, Shaheen et al., 2010) estando presente no trato intestinal e/ou na pele
desses animais, podendo ser facilmente disseminada no meio ambiente por conta da cadeia
alimenta e hidrica (RYU, 2012).

Estando presente no grupo de coliformes totais, da familia Enterobacteriaceae a
Escherichia coli causar riscos a saude humana. De forma semelhante a presenca de nimeros
elevados de Staphylococcus aureus indica perigo potencial a saude publica devido a
producdo toxinas, indicando falhas no processo de higienizacdo e tratamento térmico
(SILVA, 2015; FRANCO; LANDGRAF, 2005).

Como consequéncia direta da manipulacdo inadequada, sdo apontados o0s
Streptococcus spp e o Staphylococcus aureus, ambos de origem humana, presentes nas

mucosas e superficie da pele, e que encontram no pescado ambiente favoravel para sua
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multiplicacdo (GERMANO, 2015). Em seguida, merecem destaque as bactérias do género
Salmonella, tanto as de origem humana, S. typhi e S. paratyphi, quanto as de origem animal,
bem como as Shigella spp., todas elas encontradas em &guas poluidas por esgotos ou excretas
animais. Nessas circunstancias, as ostras, 0s mexilhdes e 0os mariscos comumente também

sdo acometidos por esse tipo de contaminacdo (GERMANO, 2015)

Os sintomas relacionados a infeccao por essas cepas ou por toxinas formadas por elas
vao desde nauseas, caimbras, vomitos e diarreia. No caso do Staphylococcus aureus, diarreia,
infeccdo, vomitos e febre. No caso da Escherichia coli e Salmonella os sintomas sdo
subdividos de acordo com o0s grupos, sendo a febre tifoide, febre entérica e as salmoneloses
as principais doengas relacionadas (FRANCO; LANDGRAF, 2005). Devido ao potencial
efeito danoso que tais microrganismos podem oferecer a sociedade, a qualidade do pescado
deve incluir os aspectos microbioldgicos no seu espectro de caracteristicas desejaveis para

fornecimento de alimentos seguros.
Avaliacdo colorimétrica

A cor, como uma caracteristica sensorial € um dos principais parametros de qualidade
avaliado durante a compra de um produto e a primeira informacao que chega ao consumidor
(REZENDE-DE-SOUZA et. al, 2020). Cor pode ser definida como a propriedade dos corpos
em absorver e refletir luz, e tem como atributos principais o matiz, a luminosidade e a saturacéo.
E o aspecto gerado pelas percepcdes do 6rgéo visual em radiaco eletromagnética visivel de
comprimento de onda entre ~380-400 a 740-750 nm, determinado basicamente pela fonte de luz
e a superficie refletora (FERREIRA, SPRICIGO 2017).

A percepcdo humana sobre as cores é completamente subjetiva, e o acelerado
desenvolvimento de tecnologias de manufatura, assim como a expansdo da variedade de cores
fez com que houvesse a necessidade do desenvolvimento de um método que aferisse as cores. A
colorimetria € a ciéncia e o conjunto de técnicas que buscam descrever, quantificar e simular com
0 auxilio de modelos matematicos a percepcao da cor pelos seres humanos. Trata-se da tentativa
de representar a interagdo da luz com os materiais, percebida pelo olho e interpretada pelo cérebro
(FERREIRA, SPRICIGO 2017). A colorimetria possibilita tratar com objetividade o estudo das

cores nos alimentos.

Alguns equipamentos utilizados para realizar essas inferéncias séo:
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e O espectrofotbmetro de refletdncia que fornece a curva de distribuicdo de
refletancia da amostra, em cada comprimento de onda da faixa de medicdo do

instrumento; e

e 0 colorimetro que separa as componentes Red, Green and Blue- RGB da luz,

funcionado de forma anéloga ao sistema visual humano.

Os dados obtidos nestas analises sdo apresentados como um espaco de cor. Eles sdo
utilizados para definir as cores e 0s mais comuns séo CIE XYZ; CIE L* a* b*; CIE LCH,
Hunter L a b e RGB, entre outros (FERREIRA, SPRICIGO 2017). A diferenga nestes sistemas
esta relacionada a simetria da distribui¢do da cor e no sistema de coordenadas utilizado para

definir os pontos dentro desta distribuicéo.

4. MATERIAIS E METODOS

O trabalho em questdo teve seus dados coletados e analisados no municipio de Palmas
em meados do inicio de 2019, as analises foram feitas nas dependéncias da UFT no
Laboratdrio de Microbiologia de Alimentos por uma equipe formada pelo autor e pelas
mestrandas Barbosa (2020) e Souza (2021), devido ao volume expressivo de analises o

trabalho era dividido entre as equipes.

10.1. Aspectos Eticos

Este projeto de pesquisa foi aprovado pela Comisséo de Etica no uso de animais da
Universidade Federal do Tocantins — UFT, sendo protocolado com o0 numero:
23.101.004.512/2019-21 em 18 de junho de 2019.

11. Delineamento Experimental e Coleta do Material
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Foram utilizados peixes de escamas, redondos, da espécie tambaqui (Colossoma
macropomum) provenientes de tanques-rede instalados no lago de Palmas, no estado de
Tocantins. Os peixes foram capturados com pucé e redes.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com trés repeticoes,
sendo coletados 10 (dez) peixes por repeticdo. Os peixes capturados deveriam que ter peso
vivo de no minimo 300g e no maximo 1.500g; apresentar qualidades sensoriais de peixe
fresco e saudavel, pele livre de parasitas externos e lesdes; escamas firmes e resistentes, de
coloracdo translucida e brilhante; olhos e branquias brilhantes, firmes e com cor

caracteristica.

Os 30 peixes utilizados no trabalho foram destinados as analises microbioldgicas,
avaliacdo da cor dos olhos e analises fisico-quimicas, sendo os parametros avaliados a cada
4 dias e/ou a cada 8 dias, até o 20° dia de armazenamento em gelo.

O gelo utilizado para a insensibilizacdo e conservacdo dos peixes foi adquirido na
fabrica de gelo potavel e no laboratério de Biotecnologia de Medicina humana do laboratério
da Fundagéo Universidade Federal do Tocantins, Campus Palmas.

As amostras de dgua do local de cultivo foram coletadas manualmente +20 cm abaixo
da superficie com aproximadamente 500 mL de &gua, em frascos estéreis. Foram coletadas
no tanque em que foram capturados os peixes em cada repeticdo. ApoOs coletadas, essas
amostras foram imediatamente estocadas em caixas isotérmicas, contendo gelo e abrigadas
da luz e posteriormente transportadas para o Laboratorio de Microbiologia de Alimentos do

curso de Engenharia de Alimentos da UFT, Campus de Palmas.

Visando a deteccdo e quantificacdo de diferentes grupos bacterianos, chegando ao
laboratdrio, as amostras de agua foram imediatamente processadas em condi¢des assépticas,
no fluxo laminar, onde foram manipuladas e foram submetidas a diluicdo decimal seriada,
1:10 (10%); 1:100(102) e 1:1000(103). A obtengdo das amostras de agua e as analises
microbioldgicas foram realizadas segundo a American Public Health Association (APHA,
1998; APHA, 2001) e normas oficiais brasileiras (BRASIL, 1992).

11.1. Preparo das Amostras e Analises Microbiologicas
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11.1.1. Colheita de muco através de Swab de superficie

A colheita de muco foi feita, por meio de swabs de superficie, de dois exemplares de
peixes por repeticdo, logo apos a despesca, no local/dia da captura e abate dos animais. As
amostras de muco foram colhidas com dois swabs. Segurando um dos swabs pelo cabo, o
algodao da ponta do swab foi esfregado na superficie do peixe, por meio de friccdo nas
escamas, com movimentos da direita para esquerda e o outro swab, agarrado pelo cabo, foi
esfregado de baixo para cima, em uma area delimitada através de um molde metalico estéril
(50cm?). O swab foi esfregado em um movimento rotacional para que toda a superficie do
algodao entrasse em contato com a superficie do peixe, conforme metodologia adaptada de
ISO 17604 (2015).

Logo em seguida, os swabs foram armazenados em tubo especifico, as duas
zaragatoas foram submersas em 10 ml de solucdo salina peptonada a 20 g/L com composicéo
sendo peptona Bacterioldgica, cloreto de sodio, fosfato de potassio monobasico, fosfato de
sodio bibasico e agua purificada, fazendo com que as partes manuseadas dos swabs fossem
quebradas antes de mergulha-los na solucdo salina. A partir da solucéo de imerséo realizamos
as diluicdes decimais seriadas. Os tubos foram armazenados em caixa isotérmica, mantida a
temperatura de 0°C-4°C. A temperatura foi aferida através de um termoémetro digital. As
amostras foram transportadas imediatamente para o LMA - Laboratério de Microbiologia de

Alimentos do Campus de Palmas da UFT.

Abate dos peixes, transporte e armazenamento das amostras

Os peixes foram insensibilizados por meio da utilizacdo de uma parte de gelo para
duas partes de agua, sendo imediatamente guardados em caixas isotérmicas com gelo em
escama. As amostras foram transportadas para o Laboratdrio de Microbiologia de Alimentos
do Curso de Engenharia de Alimentos da UFT, sendo entdo acomodadas em temperatura de
+2°C em camadas de gelo alternadas (proporgdo 1:1, peixe: gelo) buscando-se manter a

temperatura superficial das amostras proxima a 0°C, conforme orientado pela legislacao.

A temperatura foi mensurada no minimo duas vezes no dia, com termémetro digital.

O gelo foi reposto a cada 24 horas, para dificultar contato direto entre o pescado e a agua
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acumulada conforme ilustrado pela figura 3. Para garantir que a qualidade das amostras néo
fosse afetada foi estabelecido um tempo limite de 8h entre a captura e o inicio das anélises,
exceto da avaliagéo da cor de olhos, referente ao tempo zero, que foi realizada imediatamente
apos transporte dos peixes ao Laboratorio de processamento de Frutas da Universidade

Federal do Tocantins.

Figura 3. Armazenamento do pescado em gelo.

Fonte: Barbosa, 2020

Preparo e diluicdo das amostras para analises microbioldgicas, e fisico-quimicas da
musculatura
A pele do pescado passou por um processo de higienizacdo com alcool 70% para
evitar a contaminacao de seu interior. Em seguida, os peixes foram dissecados, em condi¢des

assépticas, com o auxilio de um bisturi previamente esterilizado (Figura 4).

Figura 4. Coleta de amostras da musculatura para analises microbiologicas e fisico-

quimicas.
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Fonte: Autor, 2019

No preparo da diluicdo seriada, foram utilizadas 25 gramas de musculo, retiradas de

trés regides diferentes do peixe, buscando-se obter uma amostra mais heterogénea de um
mesmo exemplar. Este material foi fragmentado com auxilio do bisturi e entdo
homogeneizado com 225 mL de solugdo salina peptonada (0,9%), alcancando-se assim a
diluicdo 101. Houve uma espera de no maximo 3 minutos para que a espuma se dispersasse,
e entdo foram realizadas as diluicbes decimais seriadas subsequentes (102 e 10%). As
amostras de musculatura foram retiradas, em condicdes de assepsia para realizacdo das

analises fisico-quimicas.

12. Analises microbioldgicas

As amostras foram submetidas a métodos analiticos quantitativos: NUmero Mais
Provavel (NMP) para coliformes a totais e coliformes a 45°C; andlise de Estafilococos
coagulase positiva/g pelo método de contagem direta em placas, contagem total de
microrganismos aerdbios mesofilos, heterotroficos e psicrotroficos em placas; Método

qualitativo foi usado para deteccdo de Salmonella sp/25g.

Quantificacdo de coliformes totais, coliformes a 45°C/g e confirmagéo da presenca
de E. coli.

Com o intuito de se realizar a quantificacdo dos microrganismos presentes no muco,
através de swabs, consideramos que o procedimento amostrou uma area de 50cm? e cada

mililitro do diluente, depois de recolhidos os swabs, correspondeu a 5cm? de superficie (1SO
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17604, 2015). Quantificacdo de coliformes totais, coliformes a 45°C/g e confirmacdo da

presenca de E. coli.

O teste presuntivo de coliformes foi realizado inoculando-se aliquotas de 1 mL das
diluicbes decimais (107, 102 e 10°®) preparadas da musculatura do pescado e do swab de
superficie em uma série de trés tubos contendo 10 mL de Caldo Lauril Sulfato Triptose Hexis
Cientifica®/KASVI® (LST), por diluicdo. Em seguida, os tubos contendo tubos de Durhan
invertidos foram incubados em estufa a 35+0,5°C por 24+2h. Ao término do periodo de
incubacéo, foi verificado se houve producéo de gas nos tubos de Durhan e turvagdo do meio,
indicando crescimento, em caso de indicativos de presenca foi realizada prova confirmatoria.
Em caso negativo, os tubos foram incubados novamente até completar 48+2h e repetida a
leitura, passando para prova confirmatoria seguinte em caso de crescimento com producao

de gas.

Para a confirmacdo dos coliformes totais a 35°C, uma al¢ada de cada tubo positivo
do teste presuntivo foi transferida para tubos contendo tubos de Durhan e 10 mL de meio
Verde Brilhante KASVI® (VB). A observacdo de crescimento com producdo de gas nos
tubos de VB, apds 24+2h de incubacéo a 35,0+0,2°C no banho-maria foi considerada positiva
para presenca de coliformes totais a 35°C o resultado foi determinado com a ajuda de Tabela
de NUmero Mais Provavel (NMP/g) para a musculatura, (NMP/cm?) para as amostras de

swab e (NMP/mL) para as amostras de agua.

Para a confirmacdo dos coliformes a 45°C, uma al¢ada de cada tubo positivo do teste
presuntivo foi transferida para tubos contendo tubos de Durhan e 10 mL Caldo E. coli
KASVI® (EC). A observacao de crescimento com producdo de gas nos tubos de EC ap6s
24+2h de incubacdo a 44,5+0,2°C no banho-maria foi considerada positiva para presenca de
coliformes termotolerantes e o resultado expresso com auxilio de Tabela de Numero Mais

Provavel (NMP)/g ou NMP/cm? em caso de swab.

Os tubos de EC positivos para coliformes termotolerantes foram suspeitos da
presenca de E. coli. Para a confirmagdo, uma alcada de cada tubo foi estriada em placas
contendo o meio de Agar Levine Eosina Azul de Metileno KASVI® (EMB) e incubadas em
estufa a 35+£1°C por 24+2 horas e, depois desse periodo, observado o desenvolvimento de

col6nias tipicas de E. coli (nucleadas, com centro preto, com ou sem brilho metalico).
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Em caso de presenca de coldnias tipicas, estas foram transferidas para placas de Agar
Nutriente KASVI® e incubadas a 35 £1°C por 24+2 horas. A partir das culturas puras em
coldnias isoladas foram realizadas a coloracdo de Gram e submetidas as provas bioquimicas
(INVIC) de Indol (Reagente de Kovacs), Agar Citrato de Simonns KASVI®, solugio
Vermelho de Metila Synth® para teste VM, Caldo MR-vp KASVI® para teste de VVoges-
Proskauer (VP) e Citrato (APHA, 1998; APHA, 2001).

Para a prova de Indol, as culturas foram inoculadas em tubos de ensaio com Agar
semissolido SIM (HIMEDIA®) e incubadas a 37°C por 24 horas. Ap0s este tempo foi
observada a motilidade. Foram adicionadas ao meio de cultura de trés a cinco gotas do
reagente de Kovac’s para observar se havia o desenvolvimento de um anel vermelho violeta
na superficie do meio de cultura, sendo este indicativo de teste positivo e a permanéncia da
cor amarelada indicava teste negativo. O desenvolvimento de varios tons entre vermelho e
rosa indicava teste indeterminado. A E. coli é indol geralmente positiva, embora também

possa ser negativa.

Foi transferida uma al¢ada da cultura tipica de E. coli para tubos contendo caldo MR-
vp (e entdo incubados a 37+1°C por 48+2 horas. Apés o periodo de incubacdo foi retirado
ImL da cultura, em tubo estéril, e adicionadas 3 gotas de Solugao a-Naftol 5% (0,6mL) e 2
gotas (0,2mL) de Solucdo de KOH 40% (Hidroxido de Potassio). Os tubos foram agitados
entre a adicdo de um reagente e outro, sendo feita a leitura em 15 minutos e ap6s uma hora,
realizada a segunda leitura. O ndo desenvolvimento da cor rosa escuro ou vermelho no meio

é considerado negativo, sendo que E. coli € considerada VP negativa.

Para o teste de VM, o restante da cultura foi incubada novamente por mais 48h
(37£1°C), totalizando 96h de incubagéo, sendo acrescida 4 gotas de Vermelho de Metila
(0,1g de Vermelho de Metila em 300mL de alcool etilico 95% e 500mL de agua destilada).
O aparecimento de um anel vermelho indicava a positividade do teste e o aparecimento de

um anel amarelo indicava teste negativo. A E. coli € positiva para este teste.

Quando foi confirmada a presenga de E. coli, o resultado foi determinado pelo
Numero Mais Provavel (NMP)/g ou NMP/cm?, quando swab, utilizando a técnica dos tubos

multiplos (série de trés tubos) em relagéo aos tubos de EC.
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Contagem de Estafilococos coagulase positiva/g

A contagem deste microrganismo foi realizada transferindo 0,1mL (100uL) de cada
diluicdo (10, 102 e 10°%) para a superficie do meio s6lido em placas de Petri contendo Agar
Sal Manitol KASVI®. Este procedimento foi realizado em duplicata por dilui¢cdo. O inoculo
foi espalhado sobre o meio com auxilio da alca de Drigalski, e entdo as placas foram

incubadas em estufa a 35-37°C por 45-48 horas.

Apds esse tempo, procedeu-se a contagem das colbnias presuntivas nas placas que
apresentaram entre 20 e 200 coldnias tipicas e/ou atipicas. Em seguida, foram selecionadas
5 col6nias tipicas e/ou atipicas, semeadas com o auxilio de uma alca de platina estéril em
placas contendo o meio de Agar Nutriente KASVI® e foram incubadas em estufa a 35- 37°C
por 18-24 horas. Apos o periodo de incubacdo, foram feitas a coloracdo de Gram, teste da
catalase, e teste de oxidase. O nimero de UFC/g foi calculado para a musculatura e UFC/cm?
para amostras de swabs em funcdo do numero de colbnias tipicas contadas, diluicdo

inoculada e percentual de coldnias confirmadas.

Contagem total de microrganismos aerébios meséfilos em placas

Foi realizada a semeadura em profundidade, transferindo-se 1mL (1000uL) de cada
uma das diluicbes para placas Petri estéreis e vazias, vertendo em cada uma 15mL de Agar
Padrdo para Contagem (PCA) KASVI®, previamente fundido e resfriado a 44-46°C. A
amostra foi misturada com o meio de cultura nas placas realizando-se movimentos suaves
em forma de oito no sentido horario e anti-horario, repetidos de oito a dez vezes, sobre uma
superficie plana. As placas foram distribuidas, sem empilhar, para solidificacdo do meio e

em seguida foram incubadas em estufa a 35£1°C por 48+2 horas.

As placas com as diluicdes que apresentaram melhor visualizagdo e com 25 a 250
col6nias foram selecionadas. A contagem das col6nias foi realizada com o auxilio de um
contador de col6nias. O numero de unidades formadoras de col6nias (UFC) por gramas da
amostra foi calculado multiplicando-se o nimero de colbnias (a média aritmética da

contagem obtida em cada uma das duplicatas) pelo inverso da dilui¢do inoculada.
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Contagem total de microrganismos aerébios psicrotréficos em placas

Por meio da técnica de semeadura em superficie foi transferido 0,1mL (100ul) de
cada uma das diluicdes (107, 102 e 10®) para placas de Petri com Agar Padrdo para
Contagem KASVI®, previamente preparadas. O indculo foi espalhado até que todo o excesso
de liquido fosse absorvido, com auxilio alca de Drigalski. As placas foram incubadas a 7+1°C
por 10 dias. A contagem seguiu as mesmas orientagdes descritas para o plagueamento em
profundidade, porém, foi multiplicado o resultado por dez, para levar em conta o volume dez

vezes menor inoculado.

Pesquisa de Salmonella sp/25g

A anélise tradicional de deteccdo de Salmonella em pescado é uma técnica classica
de presenca/auséncia, desenvolvido com a finalidade de garantir a deteccdo mesmo em
situacGes menos favoraveis, sendo um método utilizado no presente trabalho o BAM/FDA
(2007): Método do Bacteriological Analytical Manual Online da Food and Drug
Administration (ANDREWS; HAMMACK, 2007).

Para o pré-enriquecimento das amostras de musculatura, uma porcdo de 25g da
amostra foi homogeneizada em erlenmeyer com 225mL de solugdo salina peptonada
(diluicdo 107, preparada e usada para as demais analises); para as amostras de agua foram
homogeneizados 25mL da amostra em erlenmeyer com 225mL de solucgéo salina peptonada
(diluicdo 102, preparada e usada para as demais analises) e para as amostras de muco foram
utilizados os tubos com a solucdo e swabs de muco de superficie da pele. Os frascos contendo
as amostras para pré-enriquecimento foram incubados a 37+1°C/18+2 h.

Logo apds esse tempo o recipiente do pré-enriquecimento foi cuidadosamente agitado
e realizado o enriquecimento seletivo, transferindo-se uma aliquota de 0,1mL para um tubo
contendo 10 mL de caldo Rappaport Vassiliadis Soja KASVI® (RVS) e 1mL em um tubo
contendo 10 mL de Caldo Tetrationato Muller Kauffmann Novobiocina Hexis Cientifica®
(MKTTn). O caldo RVS foi colocado a 41,5+1°C/24+3h em banho-maria e o caldo MKTTn
a 37£1°C/24+3h na estufa.
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A etapa seguinte foi o plagueamento diferencial, na qual foram feitas estrias por
esgotamento em placas contendo Agar Xilose Lisina Desoxicolato KASVI® (XLD), Agar
Bismuto Sulfito KASVI® (BSM) e Agar Entérico Hektoen ACUMEDIA® (He) a partir de
uma alcada nas culturas do tubo com RVS. O mesmo procedimento foi realizado com o caldo
MKTTn. As placas foram incubadas a 37+1°C/24+3h. Apds o periodo de incubacdo foi
verificado desenvolvimento de coldnias tipicas de Salmonella sp. nos meios de plaqueamento
diferencial. No agar XLD as col6nias tipicas sdo cor de rosa escuro, com centro preto e uma
zona avermelhada, levemente transparente ao redor. Cepas de Salmonella acido sulfidrico
fortemente positivas podem produzir coldnias com centro preto grande e brilhante, ou mesmo
inteiramente pretas. Cepas de Salmonella éacido sulfidrico fortemente negativas produzem
col6nias cor de rosa com centro rosa mais escuro, mas nédo preto. Cepas de Salmonella lactose

positivas produzem colénias amarelas com ou sem centro preto.

No Agar Hektoen (He) a regido onde col6nias tipicas da bactéria crescem se torna
verde e as colbnias sdo lisas, convexas, circulares, brilhantes e com coloracdo negra devido
a producéo de H-S. Ja no Agar Bismuto Sulfito (BSM) a regido onde a bactéria cresce se
torna verde e a coldnia é cremosa, convexa, rugosa, opaca e enegrecida devido a producéo
de H2S.

De cada placa inoculada, cinco coldnias tipicas e/ou atipicas foram submetidas a
confirmacdo. Por método de esgotamento por estrias foi inoculada cada col6nia selecionada
em placa com Agar Nutriente KASVI® (AN) para purificacdo e crescimento em col6nias
puras, sendo as placas incubadas a 37+1°C/24+3h. Apds a incubagdo foram selecionadas

cinco colbnias bem isoladas de cada placa de AN para os testes de confirmacao bioquimica.

As cinco colonias isoladas de cada placa de AN foram submetidas aos testes de Consumo
de acuicares em Agar Triplice-Acucar-Ferro (TSI), descarboxilacdo da lisina (LIA), Hidrdlise
da Ureia (Urease), Citrato de Simmons, Indol e Motilidade (SIM), Vermelho de Metila (VM)
e Voges-Proskauer (VP) (BRASIL, 2003).

12.1.1.1. Teste Triplice-AgUcar-Ferro (TSI)
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Com auxilio de uma alca bacteriologica, as culturas foram inoculadas em tubos
contendo 5 mL de Agar TSI HiMedia® inclinados, por picada na base e estrias no bisel. Os
tubos foram incubados em estufa a 36 + 1 °C / 18-24 h, com as tampas levemente afrouxadas,
evitando-se a producdo excessiva de H»S. No agar TSI, estdo presentes: glicose (1,0 g/L),
lactose (10,0 g/L) e sacarose (10,0 g/L). Como a glicose € um monossacarideo e esta em
baixa concentragdo, é rapidamente fermentada anaerobicamente, formando acido no fundo
do tubo, o que torna 0 meio amarelo pela viragem do indicador vermelho de fenol (todos os
membros da familia Enterobacteriaceae fermentam a glicose com producédo de acido) (Fig.
5a). A fermentacdo aerobia da glicose, que ocorre na superficie do bisel, resulta em acido

piravico, que é posteriormente degradado a CO- e agua (BRASIL, 2003).

12.1.1.2. Teste de descarboxilagédo da Lisina (LIA)

Para este teste, uma col6nia foi inoculada em tubos contendo 5 mL de Agar LIA
HiMedia®, através de picada profunda e estriamento na superficie inclinada do bisel,
incubando-os em seguida a 36 £1°C/24 horas. Decorrido o periodo, observou-se a ocorréncia
de descarboxilacdo da lisina pela alcalinizacdo do meio, o que € demonstrado pela ndo
alteracdo de cor do indicador presente (Fig. 5f). Cepas de E. coli ndo sdo capazes de

descarboxilar a lisina.

12.1.1.3. Teste hidrélise da Ureia (Urease)

No teste de urease cada cultura foi inoculada por estrias na rampa em um tubo com 5
mL de Agar Uréia de Christensen KASVI® inclinado e incubado a37 +1°C /24 +3 h. A
ocorréncia de viragem alcalina do indicador com alteracdo da cor do meio de péssego para
cor rosa escuro indica teste positivo e a permanéncia do meio na cor original, teste negativo.

Cepas de Salmonella spp. néo produzem urease (Fig. 5g).

12.1.1.4. Citrato de Simmons
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Uma col6nia foi transferida para tubos contendo 5 mL de agar Citrato de Simmons
Acumedia® inclinado, com estrias na rampa e uma picada no fundo. Os tubos foram
incubados a 37 + 1°C/24+3h e observado se havia crescimento com viragem alcalina do
indicador, alterando a cor do meio de verde para azul (teste positivo). A ndo alteracdo do
meio indica teste negativo. Cepas de E. coli e Salmonella sdo negativas e positivas para este

teste, respectivamente (Fig. 5e/)).

12.1.1.5. Teste do Indol e Motilidade (SIM)

As culturas foram inoculadas em tubos de ensaio contendo Agar semi-sélido SIM
HiMedia® e incubadas a 37 £ 1 °C / 24 + 3 h. Apds esse periodo foi observada a motilidade
(Fig. 5d). A motilidade € caracterizada pela difusdo do crescimento por todo o meio. Se for
restrito a linha de semeadura, indica que o microrganismo € imovel (BRASIL, 2003). Apos
a leitura da motilidade, adicionou-se 2 gotas de reativo de Kovac’s aos tubos para verificacdo
da producédo de indol. O desenvolvimento de um anel vermelho-violeta na superficie do meio
de cultura indica teste positivo, enquanto que a permanéncia da cor amarelada indica teste
negativo (Fig. 5¢). As cepas de E. coli e Salmonella spp. sdo indol positivo e negativo,

respectivamente.

12.1.1.6. Voges-Proskauer e Vermelho de Metila (VM-VP)

Primeiramente, uma alcada leve do indculo foi inoculada em tubos contendo 3 mL de
caldo MR-VP (Himedia), incubando-os a 35°C / 48 + 2h. Para o teste de VP, foi transferido
assepticamente 1 mL da cultura para um tubo de ensaio autoclavado, adicionando 0,6 mL de
solucgéo de a-naftol 5% e 0,2 mL de solucdo de KOH 40%, com agitacdo entre os reagentes.
Deixou-se em repouso e observou-se, periodicamente, por até uma hora, o desenvolvimento
de uma cor vermelha ou rosa no meio de cultura (teste positivo). A permanéncia do meio na
cor do reagente (amarelada ou ligeiramente esverdeada) indica teste negativo. As cepas de
E. coli e Salmonella spp. s@o VP negativas (Fig. 5h). A cultura remanescente no caldo MR-
VP foi re-incubada por 48 horas adicionais para realizacdo do teste de VM com 96 horas de

incubacg&o. Para a realizacdo do teste, adicionou-se quatro gotas da solucdo de vermelho de
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metila, observando imediatamente se o0 meio adquiriria uma coloracdo vermelha (teste

positivo) ou amarela (teste negativo). As cepas de E. coli e Salmonella spp. s&éo VM positivas
(Fig 5i).

Figura 5: Provas bioquimicas realizadas para identificacdo de isolados de Salmonella spp.
em amostras de swab de superficie, musculatura e &gua de cultivo de Tambaqui cultivado em

tanque-rede.
¢)

MOT = motilidade; + = positivo; - = negativo; a) reacdes de TSI para Salmonella spp; b)
reacOes de TSI para E. coli; c) reacdes em meio SIM para teste de indol; d) reacbes em
meio SIM para teste de Motilidade; e) reac6es de Citrato de Simmons para E. coli; f)
reacOes para teste de LIA; g) reacdes para teste de urease; h) reacdes teste de VM ; i)
reacOes teste VP; j) reacdes de Citrato de Simmons para Salmonella spp.

Fonte: SOUZA, 2021

13. Analises Fisico-Quimicas

Foram realizadas mensuracGes do pH, determinacdo da umidade, cinzas, proteina
bruta e lipideos. As amostras do pescado foram retiradas nos dias 01, 04, 08, 12, 16, e 20 (pH
e umidade); para as analises de cinzas, proteina bruta e lipideos - coletas ocorreram nos dias
01,08 e 16.

Determinacg&o de Potencial Hidrogenidnico (pH)
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Uma aliquota de 10g do peixe foi picada e homogeneizada, com 40 mL de agua
destilada até que todas as particulas ficassem uniformemente suspensas (GARCIA, 2017). O
aparelho medidor digital de pH, MB 10 Marte® foi calibrado previamente em solugdes
tampdes com pH de 7,0 e 4,0 e o eletrodo de leitura foi inserido na amostra. Apos a
estabilizacdo da leitura, foi determinado o valor de pH, na temperatura ambiente, realizado
em triplicata (KIRSCHNIK et al., 2013).

Umidade (método gravimétrico)

Para a determinacdo da umidade, os testes foram realizados de acordo com a
Association of Official Analytical Chemists - AOAC (2000). Os cadinhos foram enumerados
com lapis, colocados em estufa a 105 °C por 40 minutos. Os cadinhos foram, entéo, retirados
da estufa e esfriados em dessecador por uma hora, sendo em seguida pesados em balanca
analitica. A balanca foi tarada e pesadas aproximadamente 2,0 g de amostra da musculatura,
sendo aquecida em estufa a 105 °C por 24 horas. A amostra seca foi mantida na estufa de

secagem e resfriada no dessecador e pesada, até que fosse obtido um peso constante.

Célculo para a determinacdo da umidade:

(Peso cadinho+Amostra Umida)—(Peso cadinho+amostra seca) (Eq 1)

%Umidade =

Peso da amostra umida

O método descrito acima foi usado também para a preparacdo da amostra seca usada

nas andlises de Cinzas, Proteina bruta e Lipidios.
Cinzas (método gravimétrico)

Para a determinacdo de residuo mineral fixo ou cinzas por incineracéo, os cadinhos
foram enumerados com uso de lapis e levados a estufa a 105 °C por 40 minutos. Em seguida
os cadinhos foram retirados da estufa e esfriados em dessecador por uma hora. Os cadinhos
foram pesados imediatamente, em balanca analitica (pesadas aproximadamente 2,0 g de
amostra seca). A amostra foi deixada em mufla & 550 °C até incineragcdo completa ou
coloracdo cinza. As amostras esfriaram até 100 °C dentro da mufla e depois foram
transferidas para o dessecador, onde a amostra permaneceu por 1 hora para esfriar, sendo
pesada em balanca analitica. (AOAC,2000).
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Equacdo usada na determinacao de cinzas:

0 . (Peso cadinho+amostra)—(Peso cadinho)+100 Matéria seca
Wlinzas = *

o0 (Eq. 2)

Peso da amostra

Proteina bruta (Método Kjedahl)

A determinacgdo de proteina foi realizada pelo método Kjedahl utilizando 0,5 g de
amostra seca e desengordurada, sendo utilizada em cada amostra 3 g da mistura catalitica de
Sulfato de Zinco e Sulfato de Cobre na proporcéao de 1/1. Adicionado 20 mL de H2SO4 a 95%
e transferidas para um bloco digestor MARCONI® modelo MA-541 a 420°C por 4 horas.
Apos a digestdo foram adicionados 10 mL de &gua destilada e em um digestor de Nitrogénio
modelo MA-036, MARCONI®; adicionou-se entdo, 30 mL de NaOH a 40%, acoplando ao
digestor um Erlenmeyer de 250 mL com 20 mL de &cido bérico a 4% e 3 gotas do indicador
Tashiro. Foi realizada titulacdo com solucdo de HCI padronizado a 0,1 N, com o fator de
conversdo 6,25 para o célculo de proteina (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008).

Lipideos ou extrato etéreo (Método gravimétrico)

Foram pesadas 2 a 5 g de amostra seca, previamente desengordurada e seca; e
colocadas em cartuchos de papel filtro. Os cartuchos tiveram as bocas cobertas com algodéo.
Os reboilers foram numerados com caneta hidrogréafica e colocados em estufa a 105 °C por
40 minutos. Os reboilers foram retirados da estufa e esfriados em dessecador por uma hora

e, entdo foram pesados em balanca analitica da marca Shimadzu, modelo Ay220.

Os cartuchos foram inseridos no aparelho extrator de Soxhlet, com hexano dentro do
reboiler até cobrir o cartucho utilizando um extrator de éleos e graxas, da marca Tecnal,
modelo MA 044/8/50 a 105°C por 4 horas. Secou-se o reboiler em estufa modelo 420-4D a
105°C ate atingir peso constante. Os reboilers foram retirados e transportados a estufa a

105°C para volatilizar o éter residual e foi pesado até atingir peso constante (AOAC, 2000).

O célculo para obtencéo da porcentagem de lipideo foi realizado de acordo com a equacéo 3:

%Lipideos = (

(Peso reboiler+amostra)—(Peso reboiler)*loo) N Matéria seca

50 (Eq. 3)

Peso da amostra
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14. Analise Colorimétrica

As amostras foram mantidas nas condi¢cbes de armazenamento descritas no
delineamento experimental, sendo analisadas no dia da despesca e a cada 4 dias, durante o
periodo de armazenamento de 20 dias em gelo. Para prognosticar o frescor do pescado em
funcdo das mudancas da cor dos olhos foi utilizado um Colorimetro Minolta 400 CR,
utilizando as recomendacdes do fabricante - KONICA, MINOLTA, em todos os dias de teste

foram utilizadas as mesmas amostras pareadas.

Foi realizado registro fotografico dos olhos, € no minimo trés medicdes da area
definida dos olhos direito e esquerdo foram efetuadas conforme ilustrado pela Figura 6. A
realizacdo de trés medicOes de cada area foi para eliminar os erros devido esta operacdo ser

realizada de forma manual.

Figura 6. Afericdo da area dos olhos com o Colorimetro Minolta 400CR

Fonte: Barbosa, 2020

A variacao total da cor (AE) foi usada para comparar a magnitude da mudanca da cor
sobre 0 armazenamento e estimar a variacdo total da cor sobre o tempo de armazenamento
encontrado nos valores iniciais de L*, a* e b* determinados na etapa inicial do

armazenamento.

As equagdes utilizadas para calcular a diferenca total da cor (AE) e a croma (C)
(Equacdes 4 e 5) sdo as propostas pela National Bureau of Standards (NBS) (VASQUEZ,
2015):

AE = J(Ly — LD)? + (ay — a}) + (by — b)? (Eq. 4)
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C*=+/(a*—a*)? (Eq. 5)

Foram realizadas as medic¢des do C* e h, que usa 0 mesmo diagrama que o0 espacgo de
cor L*, a* e b *, porém utiliza coordenadas cilindricas ao invés de coordenadas retangulares;
C* representa a saturacdo chamado croma, e h - hue é o angulo de tonalidade. O valor de
saturacdo C* representa a distancia do eixo de luminosidade (L*), tendéncia ao claro e
escuro, iniciando em zero no centro. O angulo de tonalidade comeca no eixo +a*, e se
movimenta em sentido anti-horario. E expresso em graus (por exemplo, 0° é vermelho e 90°
¢ amarelo) (MINOLTA, 1998).

15. Andlise Estatistica

As médias dos dados das analises microbioldgicas, fisico-quimicas e colorimétricas
para os diferentes tempos e repeticdes foram comparadas por meio de uma analise de
variancia (ANOVA) e posteriormente o Teste Tukey foi aplicado e os efeitos foram

considerados significativos, quando p-valor < 0,05.

A matriz de Pearson foi utilizada para verificar a correlacdo entre a populacao
microbioldgica das diferentes bactérias analisadas nas diferentes amostras de musculatura do
pescado, com os microrganismos identificados na agua; tempo de armazenamento em relacdo
aos resultados fisico-quimicos; e tempo de armazenamento em relacdo as médias das
varidveis determinadas pela analise colorimétrica. As analises estatisticas foram realizadas
pelo software Past 64 bits (HAMMER 1999-2020) e Exel 2019, desenvolvido pela Microsoft.

5. RESULTADOS E DISCUSSOES

Os exemplares de tambaqui coletados apresentaram o peso vivo entre 300g e 650g.
Pode-se perceber uma variagcdo de 85% no peso do pescado, que pode estar relacionada a
idade e nutricdo dos animais. Tal variacdo de peso pode se relacionar com diferencas
significativas apenas no teor de lipideos como mostram os estudos de Lima et al, (2018) e
Coutinho et al. (2019).



48

Apds acondicionados em gelo, o pescado apresentou variacdo na temperatura minima
de 0,2°C e a maxima de 3,6°C, durante a realizagdo das analises no decorrer dos 20 dias de

conservagao no gelo.

16.1. Resultados dos padrdes microbiologicos

Os resultados obtidos nas anélises de coliformes totais e termotolerantes, analise de
Estafilococos coagulase positiva/g e confirmacdo para Staphylococcous aureus, contagem
total de microrganismos aerobios mesofilos e psicrotroficos em placas e a pesquisa de
Salmonella spp. na musculatura do pescado armazenado nos dias 00, 04, 08, 12, 16 e 20 estdo

apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1. Analises microbioldgicas de musculatura de Tambaqui durante
armazenamento em gelo.

] Coliformes

) Coliformes Staphylocococcus aureus

Dia ] Termotolerantes
Totais (NMP/qg) (UFC/g)
(NMP/g)

0 3,2+0,3 3,2+0,3 2,9x10! +10!

4 <3,0£1,7 <3,0£1,7 0,0+0,0

8 <3,0£1,7 <3,0£1,7 3,3x10! +10!
12 <3,0£1,7 <3,0+1,7 0,0+0,0
16 8,7 £10,0 3,031 0,0+0,0
20 39144 <3,0£1,7 3,3x10% +10°
Dia Mesofilos _ - Salmonella spp.

Psicrotroficos (UFC/g) o
(UFC/g) (Auséncia/Presenca)

0 4,5x10% +103 0,0%0,0 Ausente

4 1,7x10t +10! 0,0%0,0 Presente

8 0,0+0,0 0,0+0,0 Ausente

12 0,0+0,0 0,0+0,0 Presente

16 0,0+0,0 1,3x10° £10° Ausente
20 1,0x10* +10* 2,9x10° +10° Ausente
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Valores apresentados em Média e + Desvio-Padréo.

Ndo foram encontradas populaces de coliformes totais a 35°C e coliformes
termotolerantes a 44,5-45,5°C na musculatura que ultrapassem os limites da RDC n ° 12
(BRASIL,2001) de 1,0x10° NMP/g e 1,0x10> NMP/g, respectivamente, até o 20° dia de
armazenamento em gelo indicando qualidade satisfatoria quanto a presenca deste grupo

microbiano.

Podemos salientar a presenca de Salmonella nos dias 4 e 12, ja que a Instrugéo
Normativa (IN) 60/2019 (BRASIL,2019) preconiza a auséncia desse microrganismo. No 20°
dia de armazenamento foi confirmada presenca de Staphylococcous aureus, sendo a amostra
classificada como inaceitavel para o consumo, por estar acima do limite microbiol6gico de
103, sugerindo contaminagdo da musculatura por conta da migracdo da bactéria da agua para

0 peixe.

Os resultados das andlises de coliformes totais e termotolerantes; andlise de
Estafilococos coagulase positiva/g (Confirmacéo para Staphylococcous aureus); contagem
total de microrganismos aerobios mesofilos e psicrotroficos em placas das amostras de swabs
de superficie do pescado estdo na Tabela 2. Os resultados para 0s microrganismos
pesquisados, exceto Salmonella, nas amostras da agua em que foram capturados os peixes
dos diferentes tipos de cultivos estdo na Tabela 3.

Tabela 2. Anéalises microbiol6gicas do swab de superficie do Tambaqui cultivado
em tanque rede.

Coliformes | Coliformes S. . . . )
Dia Totais Torm aureus Mesofilos | Psicrotroficos E. coli
) 2 2 2
(NMP/cm?) | (NMP/cm?) (LCJanZC):/ (UFC/cm?) | (UFC/cm?) | (NMP/cm?)
0 3,37x102 6,12x10% | 1,02x10° | 9,53x10* 9,22x10° 9,07
+ 4,72x102 8,20x10 | 3,46x10° | 1,34x10° 6,04x10° 7,87

Valores apresentados em Média e + Desvio-Padrdo. Nao foram encontradas diferencas
estatisticamente significativas entre os tratamentos.

Tabela 3. Analises microbioldgicas da 4gua de cultivo do Tambaqui.

Coliformes Totais | Coliformes Term. | Heteretréficos E. coli

Dia (NMP/mL) (NMP/mL) (UFC/mL) (NMP/mL)

0 8,97 8,43x10* 2,50x10° 1,27x10*
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* 1,04x10* 1,11x10? 2,86x10° 1,94x10*

Valores apresentados em Média e + Desvio-Padrdo. Ndo foram encontradas diferencas
estatisticamente significativas entre os tratamentos.

A agua do cultivo do Tambaqui apresentou valores altos para coliformes totais e
detectou-se a presenca de E. coli em uma das repeticOes, resultados que podem ser explicados
pelo despejo de efluente ndo tratados no lago. Os parametros avaliados para a qualidade da
agua de cultivo obedecem a legislagdo do Conselho Nacional do Meio Ambiente que
preconiza um maximo de 25 NMP/ mL em agua doce, sendo também orientado que a E. coli
podera ser determinada em substituicdo ao parametro coliforme termotolerante de acordo

com limites estabelecidos pelo 6rgdo ambiental competente (BRASIL, 2005).

Os coliformes totais foram encontrados em grande parte dos tempos de coleta para as
amostras de musculatura, mesmo que agua se encontre dentro dos padrbes de estabelecidos
pela legislacdo, talvez o nimero de amostras ndo tenha sido o suficiente para fornecer um
panorama da qualidade da &gua na qual era cultivado o tambaqui por conta do tamanho
expressivo ambiente de cultivo. A contaminacao pode ser atribuida ao meio (lago) em que
estavam instalados os viveiros. Na agua de represamento do rio Tocantins existe grande
variedade de animais, assim como escoamento ou descarte de dejetos de esgotos com

processo de tratamento indevido.

Né&o foi confirmada a presenga de Escherichia coli na musculatura dos pescados,
porém ocorreu nos swabs de superficie (Tabela 2) e na dgua coletada do tanque-rede (Tabela
3). O limite estabelecido pela legislacdo brasileira para Escherichia coli/g em peixes frescos,
resfriados ou congelados e para produtos derivados de pescado, ndo consumidos crus, varia
de 50 a 5x102 NMP/g. Por essa bactéria estar frequentemente associada aos surtos de DTA’s
(Doengas Transmitidas por Alimentos), na RDC 331 e Instru¢cdo Normativa n° 60/2019, da
ANVISA, os Coliformes a 45 °C foram substituidos por E. coli e foi incluida a analise de
Enterobacteriaceae, que fornece mais informacgdes de seguranga sobre a qualidade
microbioldgica do produto (BRASIL, 2019).

Os valores para Estafilococos coagulase positivo na musculatura estdo apresentados
na Tabela 1. Os maiores valores foram alcangados no vigésimo dia de armazenamento, sendo

3,3x10%UFC/g, estando em desacordo com RDC n° 331, em que esta estabelecido que o
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limite para a presenca de estafilococos coagulase positivo em pescados € de 102 UFC/g
(BRASIL, 2019). Podemos levantar a hipdtese que mesmo no vigésimo dia as amostras ainda
se encontram proximas ao limite microbioldgico estabelecido, demonstrando que as
populacdes elevadas de S. aureus podem ter migrado para musculatura por meio das injurias

causadas no tecido pelo gelo ou manipulacéo.

Estudos indicam que a intensa manipulacdo e condi¢Ges inadequadas de higiene
durante o processamento de pescados poderia ser uma das fontes de contaminacdo por
Staphylococcus spp. Os Staphylococcus aureus € uma das principais cepas associada a
manipulacdo humana e esta presente naturalmente na cavidade nasal, em cortes e feridas de

pele, na garganta e nos cabelos dos seres humanos (BARTOLOMEU, 2011).

As maiores contagens de mesofilos na musculatura foram de 4,5x103UFC/g e 9,5x10*
UFC/cm? no swab de superficie, nos peixes obtidos do tanque rede. Os microrganismos
mesofilos ndo apresentaram um crescimento significativo ao decorrer do periodo de
armazenamento, mesmo sendo encontrados no primeiro dia de armazenamento. Isso
evidencia que a manipulacdo do pescado e os aspectos do método de armazenamento foram

suficientes para o controle do desenvolvimento microbiano de mesofilos.

Segundo Barbosa (2020), a falta de padrdes nacionais para comparacdo dos dados
obtidos pela contagem de microrganismos aerdbios mesofilos dificulta inferéncias sobre a
qualidade microbioldgica, porém alguns estudos indicam que 10® UFC/g de microrganismos
mesofilos na musculatura é considerado preocupante em relacdo ao frescor. Chang (2021)
também apresenta os mesmos limites para controle de mesofilos em pescado. A partir destas
observagdes o Tambaqui cultivado em tanque rede analisado no presente estudo apresentou

resultados satisfatorios quanto a presenca e populacao de aerébios mesofilos.

Assim como para os mesofilos, as cepas psicotroficas carecem de padrbes na
legislacdo brasileira. Segundo, Ward e Baj (1988) a populacdo inicial de bactérias
psicotrdficas € um dos principais fatores que afetam a vida util do pescado nas embalagens,
seu estudo nos possibilita entender a extensdo da vida util do pescado. Foram encontrados
psicrotroficos na musculatura dos peixes obtidos de tanque-rede a partir 16° dia de
armazenamento em gelo. Houve crescimento linear, com valores que ultrapassaram 6,0x10°

UFC/g no 20° dia de armazenamento.
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Para a contagem da populacdo de psicotroficos, de acordo com Pascual-Anderson
(2000) os marcos regulatérios em vigor na Espanha estabelecem um limite microbiano de
10° UFC/g de microorganismos aerébios psicrotréficos para peixes frescos e refrigerados.
Constatamos portanto, que mesmo no 20° dia de armazenamento em gelo, o tambaqui
analisado ainda estava dentro destes padrfes de qualidade. Em relagdo aos microrganismos
psicrotroficos no muco do swab de superficie dos peixes, os valores encontrados mantiveram-
se em torno de 9,2x10° UFC/cm?,

Neste estudo foi identificada presenca de Salmonella sp. na musculatura, swabs de
superficie e na &gua, devendo-se a relativa resisténcia da Salmonella a vérios fatores
ambientais. Sua propagacdo ocorre como resultado de contaminacgdo fecal de humanos e
animais (BRASIL, 2011b). O risco potencial ¢ aumentado devido principalmente a
identificacdo da Salmonella spp. ho muco de superficie da pele dos peixes e na agua de
cultivo, bem como na musculatura nos dias 04 e 12 de armazenamento em gelo. Esses
resultados denotam que esse microrganismo pode estar presente nos peixes em pequenas
guantidades, associado a uma microbiota mista e numerosa, aliada ainda a uma complexa

composicao quimica e fisica da musculatura.

A presenca de Salmonela ssp. no pecado pode estar associada a migracdo por meio
de injurias na pele provocadas pela manipulacdo e contato com o gelo, assim como mas
praticas de higiene, usando agua fora dos padrées de qualidade, pois mesmo sendo permitida
a evisceracdo s6 em estabelecimentos inspecionados ainda se é praticada no local da
despesca. Outro fator relevante para a presenca de tal cepa na musculatura do tambaqui, se
deve ao fato do carater filtrador da espécie, assim como a capacidade de acumular altas
densidades de bactérias (ALMEIDA et al., 2013), além da agua de cultivo também apresentar

contaminagéo.

Estudos sobre a presenca de Salmonella no cultivo de tambaqui s&o escassos, mesmo
diante da importancia comercial que esse pescado representa e o potencial risco que a cepa
traz consigo. A legislacdo vigente no Brasil, relacionada aos padrdes microbioldgicos de
alimentos, preconiza que a presenga de Salmonella em 25 g de pescado fresco é suficiente
para descarta-lo (BRASIL, 2019). Ademais, a presenga desse microrganismo gera custos que

podem interferir na viabilidade econémica da cadeia produtiva do tambaqui. Portanto, as
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informacdes contidas neste estudo podem contribuir nas atividades de inspecdo de pescado
possibilitando no maior controle de qualidade da espécie, podendo aumentar as
possibilidades de mercado ao qual o tambaqui serd comercializado, assim como as formas de

beneficiamento que sdo empregadas.

A Samonella spp. e. coli foram confirmadas através de provas bioquimicas. Foram

retiradas cinco colénias indicativas de cada placa de Agar Nutriente totalizando 171 isolados.

Tabela 4: Relagéo da quantidade de isolados identificados bioquimicamente provenientes de
swab de superficie, musculatura e agua de cultivo de peixes cultivados em tangque-rede.

Salmonella E. coli
Amostras
Pos. Neg. Pos. Neg.
Musculatura 10 32 - -
Swab de superficie 6 41 3 44
Agua de Cultivo 5 22 1 7
Total 21 95 4 51

Pos= Positivo, Neg= Negativo.

Na Tabela 4 é apresentado que dos 21 potenciais isolados de Salmonella spp. nas
amostras do sistema de manejo tanque-rede, 9 foram tiveram confirmagdo como positivos
para os testes de motilidade, descarboxilagdo da lisina, citrato, vermelho de metila, e
producdo de &cido de glicose, enquanto foram negativos para fermentacdo de lactose,
sacarose, reacdo de Voges-Proskauer e producdo de urease. Segundo Brasil (2011), tais
caracteristicas sdo reconhecidas como de isolados de Salmonella spp. Em contrapartida,
houve uma incidéncia de resultados varidveis para a fermentacdo da lactose, descarboxilagédo
da lisina e producdo de géas, sendo classificadas como caracteristicas ndo tipicas para

Salmonella spp.

Apenas 4 isolados foram caracteristicos para a espécie E. coli, sendo positivos para o
teste de producdo de indol, motilidade, teste de vermelho de metila, descarboxilagéo da lisina,
producdo de acido de glicose, lactose e sacarose, enquanto apresentaram-se negativos para a
reacao de Voges-Proskauer, producéo de urease e utilizacao de citrato. Tais caracteristicas sdo

confirmatorias para E. coli, de acordo com Holt et al. (1994).

Segundo Souza (2021), a presenca de cepas de Salmonella spp. e E. coli apresenta
distintos perfis em meio presuntivo, ocorrendo uma grande variabilidade bioquimica entre as

cepas, de maneira especial em relagdo a producdo de gas a partir da fermentagdo da glicose,
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fermentacdo da lactose e sacarose, descarboxilacdo da lisina e motilidade. A fermentacdo da
lactose, assim como producdo de indol definem as cepas de E. coli e as provas de fermentagéo
da lactose e sacarose, descarboxilacao da lisina e producéo de urease sdo as que definem as cepas

de Salmonella spp.

Procurando entender o desenvolvimento destes microrganismos foi feita a correlagéo

linear de Pearson ente os dias de amostragem e a quantidade de unidades formadoras de colonia.

Tabela 5. Correlacdo de parametros microbioldgicos de Tambaqui cultivados em tanque-
rede.

Coliformes Totais Coliformes S. aureus | Meséfilos | Psicrotréficos
Termotolerantes
Correlacdo de

0,2188 -0,2086 0,3516 -0,3552 0,5238
Pearson

Probabilidade 0,38 0,41 0,15 0,15 0,03
Coeficiente de correlacéo linear de Pearson (r) significativo a 5% de probabilidade

Podemos observar correlacdo significativa para os psicrotroficos, ja que eles se
multiplicam em baixas temperaturas, produzindo um alerta para o desenvolvimento de

patdgenos desse tipo, caso seja necessario entender a vida de prateleira do pescado.

A discrepancia entre as cargas microbioldgicas da musculatura e as encontradas na
superficie e na agua evidenciam a necessidade de um controle mais rigorosos da qualidade
do ambiente onde estdo instalados os tanques-rede. Esses cuidados estdo relacionados a
observacdo de possiveis causas da contaminagdo por patdgenos que podem estar no solo
préximo ao local de cultivo e o despejo de efluentes ndo tratados da concessionaria da cidade
de Palmas-To. No ano de 2020 a mesma foi atuada pelo Instituto de Natureza do Tocantins
(NATURATINS) que concluiu por meio de estudos que os efluentes despejados estavam
com parametros de contaminacdo acima do permitido pela legislacdo ambiental, além de

indicar o vazamento de esgoto néo tratado, segundo noticia no site do G1 TOCANTINS.

O crescimento significativo das cepas de S. aureus, microrganismos mesofilos e
psicrotroficos na musculatura s6 pode ser observado a partir do 16° dia de armazenamento
em gelo, sendo considerados satisfatorios até o 12° dia de armazenamento. De acordo com
Ferreira et al. (2002) o peixe possui alto valor bioldgico, sendo considerado um produto de

alta perecibilidade, com tempo de prateleira estimado em 15 dias sob refrigeragdo). Quando
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aliados ao ndo uso das boas praticas de manipulacdo e cultivo de pescado, os valores
estimados pela literatura tendem a ndo ser mais capazes de fornecer um de tempo de prateleira
que represente o cotidiano do consumidor. Silva (2018) sugere que o tambaqui inteiro
armazenado em gelo tenha vida til de 22 dias. A diferenca entre os dois tempos de vida de
prateleira apresentados reflete o que foi exposto anteriormente. O eventual aumento da vida
de prateleira do tambaqui poderé ocorrer com o emprego de tecnologias de conservagdo que
se consigam entrar em sinergia com a cadeia produtiva, fornecendo o maior tempo de

prateleira, mantendo o frescor e a baixos custos.

16.2. Resultados das Analises Fisico-Quimicas

Os parametros fisico-quimicos avaliados nos diferentes dias de armazenamento

foram relacionados na tabela 6 e 7.

Tabela 6. Parametros fisico-quimicos do Tambaqui cultivado em tanque-rede armazenado
durante 20 dias em gelo.

Tempo de Armazenamento

Parametros

Dial Dia 4 Dia 8 Dia 12 Dia 16 Dia 20

oH 6,80 7,25+ 7,64+ 721*0 | 7,360 | 7,53=*
0,282 0,15% 0,25° 272 2420 0,17

Umidade 76,83+ 78,24+ 7871+ | 77,73+ | 7732+ | 79,13+
1,762 1,362 0,40? 2,49? 2,02 0,522

Valores apresentados em Média e + Desvio-Padrdo. ab Letras mindsculas diferentes nas linhas
indicam diferenca estatistica pelo teste Tukey (P<0,05) Letras iguais ndo diferem entre si
significativamente

Tabela 7. Parametros fisico-quimicos do Tambaqui cultivado em tanque-rede armazenado
durante 20 dias em gelo.

. Tempo de Armazenamento
Parametros

Dial Dia 8 Dia 16
Cinzas 3,91£2,36° 4,41%0,422 3,13£0,37¢2
Proteina Bruta 16,38 =0,592 15,69+ 3,32 16,39+ 4,062
Lipideos 436=* 1,472 3,98+ 2,62 5,38 £ 2,452
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Valores apresentados em Média e + Desvio-Padréo.
a Letras mindsculas diferentes nas linhas indicam diferenca estatistica pelo teste Tukey (P<0,05)
Letras iguais ndo diferem entre si significativamente

O conhecimento sobre a composi¢éo parcial possibilita a expanséo das possibilidades
do emprego de tecnologias de conservacdo e beneficiamento, agregando valor ao produto e
0 tornando mais competitivo, assim como a insercdo do pescado como fonte de proteina
primaria na dieta da sociedade (ROJAS et al., 2002, ZUANAZZI et al., 2013). A composi¢ado
parcial ndo apresentou alteragdes significativas, provavelmente devido ao curto espaco de

tempo em que as amostras foram estudadas.

Em relacdo a umidade, os valores variaram entre 76 e 79%, bem proximos dos
resultados encontrados em lombo e costela de tambaqui com 79% e 77,6%, respectivamente,
por Lima et al. (2018). H& também outros estudos que encontraram valores na mesma faixa
(ALMEIDA, 1998; ANDRADE, 2006; TACO, 2003 e AIRES, 2019). Os maiores teores de
umidade foram encontrados no 8° e 20° dia de armazenamento tal aumento no teor de
umidade pode ser explicado pela perda da agua ligada as proteinas musculares, que por conta

da oxidacdo causadas pela agdo dos microorganismos se tornam moléculas de agua livre.

A figura 7 apresenta o gréafico de correlacdo linear de Pearson, que utiliza o gradiente
de cores para explicar os valores de correlagdo e ao ser observado corrobora com o fato que
as alteracGes de umidade e pH estdo correlacionadas, pois foram as que demonstraram maior
correlacdo entre si. Vale salientar as correlacfes observadas entre cinzas e umidade e o teor

de proteina e lipideos.
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Figura 7: Correlacdo entre os parametros fisico-quimicos e as analises
microbioldgicas da musculatura ao decorrer do tempo.
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Como mostrado na figura 7, hd uma correlacao entre o pH, a umidade ao decorrer do
tempo assim como com o desenvolvimento de cepas de microorganismos mesofilos e
coliformes termotolerantes. Podemos afirmar que o pH muda conforme o passar do tempo,
assim como ja exemplificado por outros estudos como o de Chomnawang et al. (2007) em
que o pH passou de 6,14 para 7,07 depois de 15 dias.

Além das correlacBes entre o pardmetro pH obtivemos também correlacdo entre o
desenvolvimento de microorganismos mesofilos associados aos coliformes termotolerantes
e psicrotroficos associados aos de S. aureus, isso pode ser explicado pela faixa de temperatura

ideal para o desenvolvimento destas culturas estarem relativamente proximas.

No presente estudo os valores de pH estavam perto do limite estabelecido por
Olafsdottir et al. (1997) e Brasil (2017) para peixe fresco no dia da coleta. Os valores de pH
variaram de 6,8 a 7,54, e no quarto dia de armazenamento o pescado ja se mostrava acima

dos niveis preconizados pela legislacdo (BRASIL, 2017).
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Os teores de cinzas variaram de 3,13% para 4,41%, em desacordo com estudos
anteriores, como os de Lima et al. (2018) em que o teor de cinzas foi de 1,3% para lombo e
0,7% para costela, j& Amaral (2013) encontrou 1,25%. Valores mais préximos foram
encontrados por Aguiar (1996) 3,1% na composicao de filé de tambaqui. Os elevados teores
de cinzas no presente estudo podem ser atribuidos as caracteristicas da metodologia onde se

utilizou partes proximas aos 0ssos do peixe que tinham um maior teor de cinzas.

Os valores de proteina bruta variaram de 15,69% a 16,39% tal aumento durante o
armazenamento advém da hidrdlise de ésteres de acidos graxos de glicerol é uma alteracéo
post mortem importante que ocorre nos lipidios do masculo dos peixes, propiciando o
desenvolvimento de microrganismos e/ou a¢do de enzimas que contribuem para a variagdo
da proteina bruta (AUBOURG, 2001; GONCALVES, 2010). Filho et al (2021) encontraram
valores de proteina préximos aos do presente estudo, sendo 17,64% para o filé e 19,37% para

constelas de tambaqui abaixo de 1,2 Kg.

Os lipideos presentes no pescado representam os compostos bioativos mais valiosos
do ponto de vista econdémico e também para salde, os resultados obtidos ficaram entre 3,98%
e 5,38% sendo classificado como peixes de gordura média segundo Ackman (1989). Lima
et. al. (2018), em seus estudos encontraram valores aproximados aos do 8° dia de
armazenamento, sendo os teores para lombo de 5,4% e de costela 5,5% e Andrade (2006)
apresenta valores menores, proximos de 2,7%. As discrepancias entre os dados obtidos e 0s
dos autores podem advir da variabilidade deste tipo de alimente, o sistema antioxidante
endogeno do peixe que inclui composto lipofilicos (RICHARDS, 2001) e por conta da

variacdo do peso encontrado entre as amostras.
16.3. Resultados das analises colorimétricas

As amostras submetidas as andlises colorimétricas também foram registradas
fotograficamente, nas fotos em questdo podemos observar as mudancas na cor dos olhos de

corneas translucidas e brilhantes para opacas com tons amarelos e menos convexas.
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Figura 8. Aspectos dos olhos dos Tambaquis avaliados nos diferentes dias de
armazenamento em gelo.
9A — Dia 0; 9B — Dia 4; 9C — Dia 8; 9D -Dia 12; 9E - Dia 16; 9F -Dia 20

Fonte: Barbosa, 2019
Os valores determinados para os parametros de cores (L*, a* e b*) para os olhos

direito e esquerdo, em tempos (Dias) de analises, podem ser observadas na tabela 7, assim

como a diferenca total da cor (AE) e a croma (C).
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Os valores para L*, a* e b* foram obtidos pela leitura no colorimetro de acordo com
a metodologia descrita pelo fabricante, com estes valores foram determinadas a variagao total
da cor (AE) e croma (C), sendo usado como padrdo o tempo 0 do experimento. Todas as
etapas foram realizadas utilizando o Excel para os célculos de h, AE e C*, e 0 Past para
plotar o grafico.

Tabela 7. Colorimetria de regido dos olhos de Tambaqui cultivado em tanque-rede durante
armazenamento em gelo.

Atributos ) ) ] ] ] )
) Dia 0 Dia 4 Dia 8 Dia 12 Dia 16 Dia 20
avaliados
a
L* 2L | gy 57y | 27,9%+ | 2398+ | 25550+ | 22,107+
6.19 12,53 7,58 6,43 4,26 5,01
- 1,26°+ | 1,758+ | 1,72°+ | 1,82%+ | 1.88%+ | 1,72°%
0,48 0,92 0,56 0,39 0,44 0,47
b 2,698+ | 3,69°+ | 4,53+ |574%+ | 4207+ | 589%C+
3,50 3,54 1,85 1,88 1,71 1,99
h 063+ | 074 | 114%°+ | 122+ | 1,09%+ | 1,23%=
0,92 0,85 0,27 0,18 0,23 0,24
C* 381%+ | 485"+ | 496+ | 6,080+ | 4,69%+ | 6,247+
2,59 2,54 1,62 1,71 1,51 1,70
N 7,422+ | 7,85+ | 685°t | 7177+ | 7428z
5,72 5,32 4,97 4,16 6,51

L- Luminosidade, a*- vermelho (+a*) ao verde (-a*); b* do amarelo (+b*) ao azul (-b); diferenca
total de cor (AE*); C*- saturacdo; h - angulo de tonalidade.

Os resultados sdo expressos como média e + desvio padrao.

abcde Letras minusculas diferentes nas linhas indicam diferenca estatistica pelo teste Tukey
(P<0,05); Letras iguais ndo diferem entre si significativamente.

Os dados dispostos em tabelas séo de dificil interpretacéo ja que ha uma dificuldade
em se associar numeros a cores, por isso buscou-se uma ferramenta que possibilitasse a
interpretacdo de dados de maneira mais simples. Abaixo temos uma figura que dispde de
gréficos que relacionam o tempo de armazenamento com cada variavel obtida através do

colorimetro e dos arranjos matematicos subsequentes.



FiguralO: Gréfico linear relacionando as varidveis colorimétricas e o tempo de
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armazenamento.
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Linhas tragadas representam limites de tendéncia de regresséo de 95%; 10A- Resultados de

L*: 10B - Resultado de a*; 10C- Resultados de b*;10D - Resultado de C*; 10E - Resultado de h*;

10F — Resultado de AE; Rz - Coeficiente de Determinagéo

A figura 10 apresenta a mudanca da cor dos olhos analisada por meio de colorimetro

em seis gréaficos. Na figura 10A podemos notar que nas duas primeiras afericdes os valores
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de L* sdo mais altos, isso explica o brilho na cornea presente nos 8 dias iniciais de
armazenamento, ap6s isso o valor diminui indicando assim a perda desta caracteristica que €

comumente associada ao frescor.

Na figura 10B percebemos o crescimento do valor de a*, indicando a mudanca dos
tons avermelhados para os de verde, apesar do seu &pice no dia 16 ndo houve diferencas
significativas entre os tratamentos. Com os valores positivos de a* se mantendo na tonalidade
de vermelho na figura 10C percebemos o aumento do valor de b* indicando a predominéncia
da cor amarela, pigmento esse que ¢ resultado da reacédo entre a proteina e o lipidio oxidado
(DOWLATI et al., 2013). O tambaqui é uma matéria prima rica em lipidios de cadeia longa
com alta porcdo de &cidos graxos polinsaturados que sofrem alteracdes devido a oxidacdo

durante o armazenamento.

Segundo Ferreira (2017) a saturacdo estd ligada diretamente a concentragdo do
elemento corante e representa um atributo quantitativo para intensidade. A baixa saturacéo
estd ligada ao aspecto opaco presente em coOrneas de peixes com longos periodos de
armazenamento. Na figura 10D a varidvel C* aumentou com o tempo de armazenamento e
atingiu um pico suave ao 4° dia e depois um mais intenso ao 16° caindo logo em seguida
comportamento semelhante ao encontra do por Dowlati et al. (2013) até o 18° dia de
armazenamento, porém ao 20° dia tivermos uma alta isso provavelmente devido ao grau de

oxidacdo e hidrolise da cornea.

Ferreira (2017) descreve o angulo hue graficamente, considerando o angulo em
radianos de 0 como a cor vermelha, o angulo de 1,57, amarelo, o &ngulo de 3,14, verde, e 0

angulo de 4,71, azul. Com a figura 10E o h* ficou entre as tonalidades de vermelho e amarelo.

A figura 10E demonstra como o tempo de armazenamento influenciou a AE total dos
olhos, por mais que no grafico de margens para algumas interpretacdes os valores nio
diferiram entre si, talvez precisariamos de uma maior quantidade de tratamentos para

evidenciar essa diferenc¢a no parametro AE.

6. CONSIDERACOES FINAIS



63

Com a atual demanda por proteinas de origem animal que sejam sustentaveis e do
potencial brasileiro para o fortalecimento da cadeia produtiva de pescado os resultados
obtidos permitiram tracar um paralelo com dados existentes na literatura gerando
informacdes sobre a relacdo entre o sistema de manejo de tambaqui em tanque rede e sua

qualidade.

Conseguimos determinar a composicao parcial do tambaqui contudo néo foi possivel
observar alteracGes significativas no intervalo de tempo estudado, principalmente para as
cinzas, proteinas e lipideos. Resultados que podem indicar que esses parametros mantém

estabilidade durante o armazenamento do pescado em gelo.

A qualidade microbioldgica do tambaqui cultivado em taque se encontra fora dos
padrdes de qualidade recomendados pela legislacdo que recomenda a auséncia de Salmonella
e niveis populacionais menores de E. coli, sendo possivel inferir que o manejo,
processamento ou 0 meio no qual os tanques redes estavam inseridos ndo estavam dentro dos
padrdes considerados satisfatdrios para qualidade do pescado. Portanto, as boas préaticas de
manipulagdo, manejo e processamento de pescado devem ser abordadas com maior énfase,

afim de se minimizar possiveis incidentes de intoxicacdo alimentar.

Com a utilizacdo do colorimetro integrando o conjunto da analise e a simplicidade
apresentada pela técnica de componentes principais foi possivel acompanhar o processo de
deterioracao do pescado com base na cor dos olhos do Tambaqui. A utilizacdo do colorimetro
foi uma ferramenta que possibilitou detectar mudancas sutis dos parametros de cor, que nao
podiam ser observados a olho nu, entretanto ha a necessidade de se estabelecer protocolos e
métodos padronizados para a utilizacdo dessa ferramenta com o objetivo de prognosticar o
fresco de pescado.

Durante o trabalho constatou-se que h& escassez de informagBGes para o
estabelecimento de padrdes de qualidade e a seguranca de alimentar de peixes amazonicos.
Portanto, o presente trabalho fornece subsidios sobre a qualidade e seguranca alimentar da
espécie Tambaqui (Colossoma macroporum) cultivado em tanque rede no represamento do
rio Tocantins no municipio de Palmas. Espera-se que estes dados possam corroborar com um
beneficiamento que proporcione um alimento seguro e de qualidade, assim como o emprego

de tecnologias que deem suporte em seu processamento.
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