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RESUMO

A seguranca microbiolégica do pescado como alimento € uma preocupacdo dos
consumidores, indastrias e das agéncias reguladoras em todo o mundo. A patogenia
por Salmonella spp. oriunda do pescado € responsavel por graves infec¢des atraves
do manuseio ou higiene inadequados na Unidade de Beneficiamento de Pescado ou
pelo contato com agua contaminada por um agente biolégico que originalmente nao
esta relacionado aos peixes. O objetivo deste trabalho foi avaliar a eficiéncia da
lavagem de tambaquis (Colossoma macropomum) em cilindro rotatorio para reducao
de Salmonella spp. e propor um novo protocolo de lavagem inicial considerando
concentracédo de cloro livre e tempo de lavagem. Para isso, foi realiza a contaminacéo
experimental dos peixes com uma solugéo de Salmonella de concentragéo inicial de
1,5 x 108 UFC/mL e testados 20 tratamentos, que consistiam na lavagem apenas com
agua e na lavagem contendo diferentes concentracdes de cloro (2, 5 e 10 ppm) com
5 tempos de lavagem (20, 40, 60, 120 e 180 segundos) no cilindro rotatério, e foi
realizada a colorimetria dos peixes apo6s a lavagem dos mesmos em cilindro, utilizando
o tratamento de lavagem que ndo houve crescimento de colénias de Salmonella. A
estatistica demonstrou que ndo houve diferenca significativa entres os tratamentos
com diferentes concentracdes de cloro, mas houve diferenca significativa entre os
tempos de lavagem, demonstrando reducdo de Salmonella conforme o aumento no
tempo de lavagem. O experimentou evidenciou que no tempo de 180 segundos a uma
concentracdo de 10 ppm de cloro ndo houve crescimento de colonias de Salmonella
na placa apés a lavagem, o que atende ao disposto na legislacdo, auséncia de
Salmonella em 25g de pescado. Como houve alteracdo de cor no peixe com esse
tratamento, pesquisas futuras devem ser feitas para verificar a aceitabilidade do

consumidor.

Palavra-Chave: Contaminacdo por Salmonella, Pescado, Hipoclorito de sodio,

Colorimetria, Cilindro de lavagem.



ABSTRACT

The microbiological safety of fish as food is a concern for consumers, industries and
regulatory agencies worldwide. The pathogenesis by Salmonella spp. derived from fish
Is responsible for serious infections through inadequate handling or hygiene in the Fish
Processing Unit or through contact with water contaminated by a biological agent that
is not originally related to fish. The objective of this work was to evaluate the efficiency
of washing tambaquis (Colossoma macropomum) in a rotating cylinder to reduce
Salmonella spp. and propose a new initial washing protocol considering free chlorine
concentration and washing time. For this, fish were experimentally contaminated with
a Salmonella solution with an initial concentration of 1.5 x 108 CFU/mL and 20
treatments were tested, which consisted of washing only with water and washing with
different concentrations of chlorine (2, 5 and 10 ppm) with 5 washing times (20, 40, 60,
120 and 180 seconds) in the rotating cylinder, and the colorimetry of the fish was
performed after washing them in the cylinder, using the washing treatment that did not
grow of Salmonella colonies. Statistics showed that there was no significant difference
between treatments with different concentrations of chlorine, but there was a significant
difference between washing times, demonstrating a reduction in Salmonella as the
washing time increased. The experiment showed that in the time of 180 seconds at a
concentration of 10 ppm of chlorine there was no growth of Salmonella colonies on the
plate after washing, which meets the provisions of the legislation, absence of
Salmonella in 25g of fish. As there was a color change in the fish with this treatment,

future research should be carried out to verify consumer acceptability.

Keywords: Contamination, Sodium hypochlorite, Colorimetry, Wash cylinder.
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1 INTRODUCAO

O consumo de pescado?! vem crescendo nas uUltimas cinco décadas no mundo,
devido as mudancas nos habitos alimentares da populagéo. A tilapia e o tambaqui séo
as duas espécies de peixes mais cultivadas no Brasil, respondendo juntos por 74,2%
da producao de peixes do Brasil em 2016. A regido Norte continua sendo a principal
produtora de tambaqui, respondendo por 79,8% da producao brasileira (FAO, 2014,
SIQUEIRA, 2018).

O consumo de peixe cru cresceu consideravelmente em todo mundo e ndo s6
em paises asiaticos. Produtos crus prontos para comer sdo encontrados em
restaurantes, tanto no estilo japonés ou chinés, quanto em restaurantes ocidentais.
Atualmente, esse produto “in natura” também pode ser encontrado em pontos de
venda, como peixarias. O amplo consumo de frutos do mar crus, como sushi e
sashimi, fez crescer proporcionalmente a preocupacdo com a qualidade higiénico-
sanitaria deste alimento, por ser facil de ser contaminado por diversas bactérias, como
€ 0 caso da Salmonella spp., uma vez que 0s peixes crus, ou mal cozidos, apresentam
riscos de intoxicacao alimentar para o consumidor (HAMADA-SATO et al., 2005; KIM
et al., 2016).

Por ser considerado um alimento de alto valor nutritivo, uma fonte de proteina
de alto valor biolégico, elevada digestibilidade e alto teor de acidos graxos poli-
insaturados, o pescado € muito suscetivel a decomposicdo, podendo sofrer
contaminagdo por micro-organismos patogénicos do ambiente ou por manuseio
inadequado (SANTOS; COELHO, 2016; SOARES; GONCALVES, 2012).

A seguranca e a qualidade dos alimentos sao tdpicos importantes da
atualidade, ja que sao um diferenciador na preferéncia dos consumidores por produtos
e/lou servicos. A manipulacdo do pescado, desde a despesca ao
processamento/comercializacédo, € fundamental para garantir a qualidade, e atender
aos padrbes de qualidade dos alimentos nas varias etapas da cadeia de producdo,
estabelecidos nas normativas legais (SOARES et al., 2014).

A qualidade do pescado geralmente é determinada pelo grau de frescor.

Produtos com elevador grau de frescor apresentam propriedades similares aquelas

1 Art. 205. Entende-se por pescado 0s peixes, 0s crustaceos, 0os moluscos, os anfibios, os répteis, os
equinodermos e outros animais aquaticos usados na alimentagdo humana (BRASIL, 2017).
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que o peixe possuia em vida, denotando um curto periodo apds a despesca (SOARES
et al., 2014).

A qualidade microbiolégica € uma preocupacdo que engloba consumidores,
industrias e 6rgaos reguladores em todo 0 mundo, uma vez que o pescado ocupa um
importante nicho no comércio internacional sendo exportado para diversos paises. Tal
preocupacao se justifica pela possibilidade desses produtos veicularem e transmitirem
diversos patégenos, como a Salmonella spp. (FERNANDES et al., 2018).

A Salmonella spp. ndo é um contaminante bioldgico originalmente relatado
em peixes e a sua presenca e deteccao pode estar associada a diversos fatores como,
contaminacdo fecal por meio de agua poluida, condi¢cdes higiénico-sanitarias
precarias antes e durante o processamento, manipuladores de alimentos infectados
e/ou contaminacédo cruzada durante a producao ou transporte (manuseio inadequado)
(AMAGLIANI et al., 2012; ONMAZ et al., 2015).

As doengas transmitidas por alimentos (DTA’s) representam uma grande
preocupacao do ponto de vista da saude publica, tendo os frutos do mar, entre eles
0S peixes, como um dos vetores de transmissdo de uma quantidade significativa
dessas. Dentre os patdégenos bacterianos, 0s micro-organismos do género Salmonella
sdo um dos principais responsaveis por DTA’s no mundo. A pessoa doente
desenvolve um quadro de vémito, diarreia, febre e dor abdominal. Na maioria dos
casos a recuperacao ocorre em um periodo de 4 a 7 dias (ONMAZ et al., 2015; LEAL;
FIGUEIREDO, 2019).

A partir do ano de 2007, com a expanséo do abate industrial de peixes nativos
e, consequentemente, um maior monitoramento microbiolégico dos produtos, os
relatos de deteccdo de Salmonella em peixes passaram a ocorrer com maior
frequéncia nos frigorificos que possuiam SIF (Servico de Inspecdo Federal), e assim
foi crescendo ao longo dos anos (LEAL; FIGUEIREDO, 2019).

Pisciculturas tém sofrido prejuizos significativos, pois ao comercializar o peixe
para os frigorificos e nesses se for detectada a presenca de Salmonella, todo o lote
deve ser descartado e, quando o descarte ocorre por questdes sanitarias, 0s
produtores ndo sao reembolsados. Produtores e industrias tem enfrentado
dificuldades em conter a contaminagdo dos produtos por Salmonella, acarretando
problemas de escoamento da producao, queda nos pregos e prejuizos aos produtores
(LEAL; FIGUEIREDO, 2019).
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Alguns sanitizantes sao utilizados para evitar essas contaminagdes e garantir
a qualidade microbiol6gica dos produtos. O mais frequentemente utilizado é o
hipoclorito de sédio, que apresenta efeito germicida associado a concentracdo, tempo
de exposicao e pH (WINN et. al., 2021). Este produto € de facil aquisicdo e manuseio,
possui baixo custo e elevada capacidade de penetracdo no interior da célula
microbiana, inibindo, assim, seu crescimento, com comprovada eficiéncia, e por isso,
tem sido usado rotineiramente na desinfeccao superficial do pescado (RIBEIRO et al.,
2008; CRIBB et al., 2018).

Estudos demonstraram a alta incidéncia de Salmonella nos intestinos, pele e
nas branquias dos peixes (NWIYIl; ONYEABOR, 2012), bem como nos musculos (EL-
OLEMY et al., 2014). Consequentemente, a presenca de Salmonella na superficie e
orgaos internos do animal facilita a contaminacao cruzada durante o processamento
do peixe (HEINITZ et al., 2000). Desta forma, as unidades de processamento de
pescado devem ter grande atencdo em sua linha de producéo, armazenamento,
preservacao, transporte e comercializacao desses produtos, uma vez que a qualidade
do produto final depende desses fatores, ja que o consumo de peixes crus ou mal
cozidos podem apresentar um risco potencial para os consumidores finais.

No Brasil, poucos estudos sobre a presenca de Salmonella em peixes estédo
disponiveis. Sendo assim, faz—se necessaria a realizacdo de pesquisas que
compreendam nédo s6 a verificacdo da presenca da bactéria no produto final, mas

também avaliem toda a cadeia envolvida.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aquicultura no Brasil

O Brasil tem grande potencial para a aquicultura devido ao clima favoravel,
ocorréncia natural de espécies aquaticas e a sua disponibilidade hidrica cerca de 12%
de toda a agua doce superficial do planeta e mais de 4 milhdes de hectares de
barragens artificiais e reservatorios de agua de diversos tamanhos, além de uma das

maiores bacias hidrograficas do mundo. A aquicultura no Brasil teve inicio no século
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17, na regidao Nordeste mas se solidificou profissionalmente em meados de 1970
(BRABO et al., 2016; VALENTI et al. 2021).

Uma das principais modalidades de aquicultura em desenvolvimento no Brasil
€ a producdo de peixes de agua doce, especialmente da tilapia do Nilo (Oreochromis
niloticus) e, mais recentemente, a criacdo do tambaqui (Colossoma macropomum) e
pintado (Pseudoplatystoma sp.), sendo a tilapia responsavel por 54% da producéo de
pescado e em segundo lugar, com 18% esta o tambaqui e seus hibridos (BUENO et
al., 2015; VALENTI et al. 2021). A producdo pesqueira e aquicola é altamente
diversificada em termos de espécies, processamento e formas de produtos (VIEIRA
et al., 2021).

O setor de cultivo de peixes de agua doce representa quase 90% da producéo
aguicola do pais, sendo que aproximadamente 80% da atividade é realizada em
tanques escavados (VALENTI et al. 2021). Devido a baixa densidade, o custo
operacional do sistema extensivo é baixo, e o custo de entrada e compra de alevinos
€ basicamente pequeno. Os peixes criados alimentam-se de nutrientes que ocorrem
naturalmente (por exemplo, insetos, micro crustaceos, sementes, frutas, raizes, algas,
plancton e pequenos peixes) em grandes tanques e/ou tanques (SCHRODER, 2021).

Segundo o Anuério PEIXE BR (2022) o Brasil produziu 841.005 toneladas de
peixes de cultivo (tilapia, peixes nativos e outras espécies), em 2021. Esse resultado
representa crescimento de 4,7% sobre a producdo de 2020 no Brasil (802.930
toneladas). Este crescimento da porcentagem indica que a producéo da piscicultura
no Brasil tem apresentado grande intensificacdo dos cultivos, demandando cada vez
mais grandes quantidades de técnicos, alevinos e alimentos, levando a um
diagnéstico favoravel para abrir novas fronteiras para o desenvolvimento e expansao
da producédo mundial (IGARASHI, 2019).

A importéncia do peixe como alimento para os seres humanos levou a uma
extensa pesquisa sobre espécies comerciais e ao desenvolvimento intensivo de
atividades de pesca e das atividades de aquicultura em muitos lagos e esta¢des de
piscicultura em paises desenvolvidos e em desenvolvimento (TUNDISI; TUNDISI,
2008).

O peixe possui um alto valor biolégico de 20 a 25%, elevado teor de
proteinas entre 15 a 25%, acidos graxos poli-insaturados 6mega-6 e 6mega-3,
apresenta todos os aminoacidos essenciais, lipidios entre 1 a 10% e minerais entre

1 a 1,5%, aléem de possuir baixo teor de colesterol e a digestibilidade é alta, acima
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de 95%, tornando-se uma opc¢dao alimentar mais saudavel em relacéo a outras carnes
(BRABO et al., 2016; REBELATTO et al., 2022).

Atualmente, estima-se que o peixe represente 16,7% de toda a proteina
animal e 6,5% de toda a proteina de origem animal e vegetal consumida pelos
humanos na Terra, esses valores sdo superiores aos das carnes suina, de frango,
bovina, ovina e caprina (BRABO et al., 2016).

A aquicultura passou a ser considerada estratégica para o Governo
Brasileiro, devida a crescente importancia que passou a ter no cenario mundial e
nacional. Atenta a esse movimento na economia brasileira a Embrapa (Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuaria) mapeou as competéncias capazes de
contribuir para o desenvolvimento da aquicultura brasileira, com isso seria
necessaria a criacdo de um centro de referéncia de pesquisa, desenvolvimento e
transferéncia tecnoldgica em aquicultura (ROCHA et al., 2013).

Com a finalidade de coordenar as iniciativas de pesquisa, ser um centro de
referéncia na geracao de tecnologia na area de aquicultura e pesca, a Embrapa criou
em agosto de 2009 a “Embrapa Pesca e Aquicultura” na cidade de Palmas, TO
(ROCHA et al., 2013)

2.2 Tambaqui (Colossoma macropomum)

O Brasil possui diversas espécies nativas com grande potencial para a
producdo em cativeiro que representaram 31,2% da producgé&o nacional, em 2021, com
262.370 toneladas produzidas liderados pelo tambaqui, Colossoma macropomum,
ocupando papel de destaque para a piscicultura ndo s6 no Brasil, como em outros
paises (PEDROSAS et al., 2014; BARCANTE; SOUSA, 2015; PEIXE BR, 2022).

O tambaqui, peixe tropical nativo das bacias dos rios Amazonas e Orinoco
pertence a ordem Characiformes e familia Serrasalmidae e pode pesar até 40 kg e
atingir 104 cm de comprimento na natureza, mostrando principalmente
comportamento alimentar onivoro, € a segunda espécie mais produzida no Brasil e
na Ameérica do Sul. Seu comportamento reprodutivo na natureza é migratorio, com

periodos de reproducdo relatados de setembro e fevereiro. Em cativeiro, sua
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reproducgéo pode ser induzida por hormoénios (BARCANTE; SOUSA, 2015; PIRES et
al., 2017).

O tambaqui (Figura 1) é um peixe que possui corpo alto e arredondado,
escamas grossas, labios grossos, dentes molariformes, auséncia de espinha pré-
dorsal e nadadeira adiposa com raios. Apresentam manchas na regido mediana do
corpo, ao nivel da nadadeira dorsal, geralmente € pardo na metade superior e preto
na metade inferior do corpo, mas pode variar para mais claro ou mais escuro
dependendo da cor da agua que se encontra (SANTOS et al., 2006; SOUZA, 2019).

A reproducédo em cativeiro e o ciclo de producéo encurtado (menos de um
ano) caracterizam o grande potencial do tambaqui para ser explorado em sistemas
intensivos. Com a intensificacdo, os peixes sdo estocados em altas densidades para
maior produtividade (SILVA et al., 2018).

Figura 1: Peixe da espécie tambaqui (Colossoma macropomum).

Fonte: O autor, 2022.

2.3 Qualidade e seguranca do Pescado

Para atender aos padrbes de seguranca e qualidade dos alimentos,
estabelecidos no Codex Alimentarius e garantir a protecdo do consumidor, as
instalagcbes de aquicultura devem adotar um sistema de gestdo de seguranca
alimentar, com base no Cadigo de Praticas de Codex (FAO; WHO, 2020). A qualidade

e a seguranca alimentar sdo questfes de suma relevancia para os consumidores e
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no caso do pescado o aspeto do frescor € importante, pois constitui o principal
critério determinante para sua aceitacdo (ALEXANDRE et al., 2021).

A qualidade e a seguranca do pescado podem ser comprometidas por
alteracdes em suas propriedades organolépticas, microbioldgicas ou fisico-quimicas.
Essas mudancas tém correlagdo com as condigbes em que foram realizadas a captura
do pescado, armazenamento e tempo até o resfriamento, afetando diretamente o grau
de frescor do pescado e a sua conservacao (SILVA et al., 2021a).

Os peixes ao chegar na unidade de beneficiamento de pescado (UBP) devem
ser examinados por um colaborador treinado e capacitado para verificar as condi¢cdes
de higiene, quantidade de gelo, temperatura, presenca de parasitas e sujidades e o
estado de frescor do peixe na hora do seu recebimento, quando os peixes ja chegam
abatidos na UBP, apds essa conferencia o peixe é direcionado para o setor de
lavagem da qual pode ocorrer por meio de cilindro, esteira de lavagem ou
equipamento equivalente, utilizando &gua hiperclorada para a lavagem superficial dos
animais para que possa retirar todas as sujidades, muco do pescado, reduzir a
possibilidade do pescado transportar contaminantes da area externa para a area de
producao industrial (CHICRALA et al., 2021).

A lista de padrBes microbiologicos para os alimentos e sua aplicacdo esta
descrita na Instrucdo Normativa 60, de 23 de dezembro 2019, da Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (Anvisa). Na categoria especifica de pescado e miudos, crus,
temperados ou nao, frescos, refrigerados ou congelados, os indicadores
microbioldgicos referentes a Salmonella, é auséncia em 25¢g de pescado (BRASIL,
2019).

A presenca desses micro-organismos demonstra a inadequacgédo em algumas
etapas do processamento (captura, transporte, manipulacdo e armazenamento) ou na
conservagao do produto final, que compromete a qualidade e o grau de frescor,
podendo causar sérios danos a saude do consumidor, que vao desde uma simples
intoxicacdo ou até a morte (DELBEM et al., 2010).

O controle de qualidade dos alimentos € fundamental para a seguranca do
consumidor. O peixe € um dos alimentos frescos mais susceptivel a deterioracao,
devido a atividade de agua (Aw) elevada, composi¢cdo quimica, teor de gordura
insaturada de facil oxidacdo e potencial hidrogenidnico (pH) proximo a
neutralidade. Portanto, 0 monitoramento para a manutencao do frescor do pescado

durante a distribuicdo € importante para a seguranca dos consumidores de peixe
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processado, cozido ou cru. A degradacdo pds mortem é geralmente atribuida a
decomposicao bacteriana (DELBEM et al., 2010; CHUNG et al., 2017).

O processo de deterioracdo do peixe segue quatro estagios: (i) o rigor mortis,
(i) a dissolucdo do rigor, (iii) a autdlise (perda de frescor) e (iv) a deterioracéo
microbiana. Essa deterioracdo da carne de peixe pode ocorrer por meio de
processos enzimaticos, microbiolégicos e oxidativos, podendo oferecer riscos a
salude dos consumidores (ALEXANDRE et al., 2021). Desta forma, o controle
microbioldgico de pescado tem sido uma fonte de preocupacao para consumidores,
indUstrias e agéncias governamentais em todo o mundo (RAUFU et al., 2014).

Como o pescado € um alimento extremamente perecivel, € necessario um
cuidado especial em toda a cadeia de abastecimento, desde a despesca até o
consumo. O Brasil ainda é carente de infraestrutura, servigcos e praticas adequadas
para o manejo a bordo e em terra para monitorar e proteger a qualidade do pescado
(VIEIRA et al., 2021).

As empresas de aquicultura devem operar com responsabilidade conforme
as RecomendacfGes do Codigo de Conduta para a Pesca Responsavel, para
minimizar os efeitos adversos na saude humana e meio ambiente, incluindo

quaisquer possiveis mudancas ecolégicas (FAO, 2020).

2.3.1 Contaminacdo microbiol6gica em pescado

A microbiota do peixe estd intimamente relacionada com a contaminacao
oriunda do seu ambiente de origem. A microbiota de peixes de aguas quentes
(tropicais e subtropicais), muitas vezes, carregam uma grande populacdo de bactérias
mesodfilas, e micro-organismos gram-positivos deteriorantes. Além das bactérias,
varios géneros de leveduras podem estar presentes em pequenos ndmeros na
microbiota superficial dos peixes (ALEXANDRE et al., 2021; VIEIRA et al., 2021).

A contaminacgao em pescado pode ocorrer por diversas bactérias patogénicas,
aguelas normalmente encontradas em ambientes aquaticos como Clostridium,
Aeromonas e Vibrio, e aquelas oriundas da contaminacgao intermediada pelo homem
ou outros animais (agua poluida, matéria fecal, manuseio inadequado, etc.) como
Salmonella, Escherichia coli e Shigella (ALEXANDRE et al., 2021).

Uma das fontes de contaminagdo € a manipulacdo do pescado, ocorre

durante as etapas de processamento desde o momento da captura, transporte,
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lavagem, evisceracgdo, contato com gelo usado para conservagéao, utensilios (tabuas,
facas, bandejas, caixas plasticas), até o seu destino final (DELBEM et al., 2010;
MOTA; MAJOLO, 2021).

No Brasil, vérios casos de Salmonella foram detectados em frigorificos de
pescado auditados pelo Servigo de Inspecao Federal (SIF), da mesma forma que em
outros paises também ha registros de casos positivos de Salmonella em peixes e
subprodutos do pescado (frescos, congelados, defumados, processados, etc.) em
mercados (SANTOS et al., 2019).

2.3.2 Salmonella

Segundo Chaves et al. (2019) a Salmonella € um dos micro-organismos mais
frequentemente identificados em surtos de doencas intestinais infecciosas, sendo a
grande maioria dos casos de salmonelose de origem alimentar.

A Salmonella foi caracterizada em 1900, tendo sua denominacdo em
homenagem a Daniel Salmon, que isolou 0 micro-organismo pela primeira vez em
suinos. Ela é muito frequente em produtos agricolas ndo processados, e alimentos de
origem animal, como carnes cruas ou mal cozidas, leite e ovos (MINISTERIO DA
SAUDE, 2011).

A Salmonella é uma bactéria da familia Enterobacteriaceae, em formato de
bacilo, gram-negativa ndo esporogénica, ndo encapsulada, anaerdbia facultativa e
oxidase negativa, é reconhecida como um dos principais agentes causadores de
doencas transmitidas por alimentos (DTA’s) em humanos e representa um grave
problema de saude publica com milhdes de casos documentados por ano em todo o
mundo (MELO et al., 2018; SILVA et al., 2021a).

Essa bactéria é dividida em duas espécies: Salmonella enterica, com 2.610
sorotipos, e Salmonella bongori, com 23 sorotipos. A espécie enterica é subdividida
em seis subespécies: enterica, salamar, arizonae, diarizonae, hutnae e indica.
Dentre essas subespécies, as bactérias entéricas sdo as mais importantes para a
saude animal e humana, e abrange os sorotipos de Salmonella Gallinarum (biovares
Gallinarum e Pullorum) e as Enteritidis e Typhimurium (MINISTERIO DA SAUDE,
2011).

A Salmonella enterica é a espécie mais importante em morbidade e

mortalidade no mundo, e seus sorotipos sao diversos, sdo patégenos adaptados a
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varios ambientes e hospedeiros. A Salmonella é mais estudada em aves e
mamiferos, ja& que ndo € um contaminante biolégico originalmente relatado em
peixes sendo introduzida através de agua contaminada ou manuseio inadequado
(FERNANDES et al., 2018).

2.3.3 Colorimetria

Para os consumidores a cor € um atributo sensorial significativo, pois € um
dos parametros de qualidade mais importante durante a compra de um produto
alimenticio, por ser o primeiro contato com o produto. Na industria de alimentos, a
colorimetria é usada para verificar a cor, e as determinacdes geralmente séo feitas
com instrumentos simples chamados colorimetros, que realizam medi¢cdes de cor com
base em valores de trés cores; que requerem uma fonte de luz (luz branca), trés filtros
que reproduzem a reacg&o do olho humano e um sistema detector (DURAN et al., 2012;
REZENDE-DE-SOUZA et al., 2020).

A diversidade de cores apresentadas nos peixes esta relacionada aos varios
pigmentos naturais, pigmentos que absorvem e refletem a luz, sendo o mais
importante deles a mioglobina. Assim, a cor é resultado da quantidade de mioglobina
presente no musculo, podendo variar dependendo do estado fisico das fibras
musculares, da idade do animal, do estado quimico da mioglobina e da quantidade de
liquido livre que a carne apresenta, e o tipo de abate pode interferir na coloracdo do
pescado final (SCHRODER, 2021).

O CIE lancou e recomendou dois novos espacos (conhecidos como CIELAB
e CIELUV), em 1976, cujas coordenadas séo funcbes nédo lineares de X, Y e Z. O
objetivo da recomendacéo era unir as praticas tdo diferentes da época em espacos
de cores uniformes e formulas de diferenca de cor relacionadas. Ambos 0s espacos
de cores quase idénticos sdo bem aceitos e amplamente utilizados (CIE, 2019).

O sistema CIELAB (L*a*b*), fornece uma diferenciacdo de cores mais
precisas em relacao a percepg¢ao humana, € definido em trés eixos perpendiculares,
L*(luminosidade) é o eixo principal seus valores variando de O (preto) a 100 (branco)
e 0s parametros a* e b* que variam de verde (-) a vermelho (+) e azul (-) a amarelo
(+), respectivamente (Figura 2) (FERREIRA, 2017; SIEBEL et al., 2022).
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Figura 2: Espaco de cor CIE L*a*b*
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Fonte: Konica Minolta, 2022.

2.4 Hipoclorito de Sodio

Os compostos mais comumente utilizados para a desinfeccdo em industrias
de alimentos e servico de alimentacdo séo, cloro liquido, hipocloritos, compostos
clorados organicos e inorganicos pois tem apresentado um amplo espectro germicida,
garantindo a qualidade microbiolégica da agua e dos alimentos (MACHADO et al.,
2010). Devido a isso, o cloro tornou-se obrigatério em todo tratamento de agua para
consumo humano. De todos os compostos clorados, o hipoclorito de célcio ou
hipoclorito de so6dio € o mais utilizado, sendo este ultimo um produto de féacil
aquisicao e tratamento com baixo custo (RIBEIRO et al., 2008).

O cloro (forte oxidante) apresenta acdo antimicrobiana inibindo enzimas
bacterianas devido ao estresse oxidativo induzido pela acdo do sanitizante levando
a uma oxidacao irreversivel de grupos SH (grupo sulfidrila) de enzimas bacterianas
essenciais, podendo ser um indicador da eficacia do desinfetante (ESTRELA et al.,
2002; COSSU et al., 2017)

O hipoclorito ao entrar em contato com a agua forma o acido hipocloroso,

sendo a forma mais ativa como bactericida, que controla a acdo desinfetante da
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substancia, com elevada capacidade de penetrar no interior da célula bacteriana e
impedir sua multiplicacdo (CHAVES et al., 2019; CRIBB et al., 2018).

O cloro reage com 0s microrganismos e também com muitos outros elementos
organicos ou inorganicos que podem estar presentes, 0s quais criam, juntos, uma
demanda de cloro, a matéria organica neutraliza a acdo do cloro na sanitizacao,
diminuindo a eficiéncia dos produtos e a eficacia da desinfeccdo (RIBEIRO et al.,
2008; SILVA et al., 2010).

O pH influencia a quantidade de cloro livre presente na solucdo, a medida que
o pH aumenta a eficacia bactericida do cloro diminui, pH igual a 8,0, tem apenas 22%
do cloro na forma ativa, jA pH 6,0 o cloro estard na forma ativa cerca de 96%
(MACHADO et al., 2010; CHAVES et al., 2019).

Inicialmente apos o abate lava-se o peixe em cilindros de lavagem com agua
hiperclorada contendo de 2,5 mg/L a 5 mg/L de cloro livre, apés essa lavagem o
pescado segue para a evisceracdo que consiste na remocdo dos 6rgdos internos e
posterior lavagem da cavidade interna com agua hiperclorada com 2,5 mg/L a 5,0
mg/L de cloro livre (CRIBB et al., 2018).

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a eficiéncia da lavagem de tambaquis (Colossoma macropomum) em
cilindro rotatério quanto a reducado e/ou eliminacdo de Salmonella spp. superficial no
pescado e propor um novo protocolo de lavagem inicial considerando concentracao

de cloro livre e tempo de lavagem.

3.2 Objetivos especificos

» Verificar a eficiéncia de diferentes combinac¢des de concentracdes de cloro em
agua x tempo de exposicao do pescado para eliminacdo de Salmonella spp.

na etapa de lavagem do pescado em cilindro rotativo;
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» Analisar se lavagem com o cloro influencia na cor do pescado;

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Coletade dados junto aos 6rgaos regulamentadores do Servigco de

Inspecao Federal - SIF

Foram solicitados dados sobre casos positivos de Salmonella spp. em
pescado nos Estados do Norte e Centro-Oeste do Brasil a secretaria de Defesa
Agropecuaria do Ministério da Agricultura e Abastecimento através de um Oficio
assinado pela Chefe Geral da Embrapa, conforme ANEXO I. E foi informado que o
histérico de resultados das amostras oficiais de conformidade de produtos de origem
animal (PACPOA) que é anualmente compilado na publicagcdo "Anuario dos
Programas de Controle de Alimentos de Origem Animal do DIPOA (Departamento de
Inspecao de Produtos de Origem Animal)", cujos ultimos 8 volumes j& se encontram
disponiveis no site do MAPA em: Publicacdes DIPOA, bem como na pagina: Anélises

laboratoriais e Anuarios dos Programas Oficias (BRASIL, 2017).

4.2 Obtencao dos espécimes

Exemplares de tambaqui foram adquiridos na Associacao de Produtores de
Peixe do Parque Aquicola Sucupira — Bom Peixe, por meio de compra. Os peixes
foram contaminados experimentalmente com culturas de Salmonella spp. O
experimento foi realizado no laboratério de processamento de pescado da Embrapa
Pesca e Aquicultura e no Laboratorio de Microbiologia Geral e Aplicada (LMGA) da

Universidade Federal do Tocantins.


https://www.gov.br/agricultura/pt-br/assuntos/inspecao/produtos-animal/arquivos-publicacoes-dipoa
https://www.gov.br/agricultura/pt-br/assuntos/inspecao/produtos-animal/analises-laboratoriais
https://www.gov.br/agricultura/pt-br/assuntos/inspecao/produtos-animal/analises-laboratoriais
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4.3 Preparacédo do in6culo

A cepa de Salmonella entérica INCQS P2756 foi adquirida da Fundacgéo
Oswaldo Cruz - FIOCRUZ (Rio de Janeiro/RJ) da colecdo de Bactérias de Referéncia
em Vigilancia Sanitaria - CBRVS. As células liofilizadas foram hidratadas em tubo
contendo caldo nutriente (KASVI®), incubadas a 37°C por 24 horas. Na sequéncia,
foram inoculadas em placas contendo meio de cultivo agar nutriente (HIMEDIA®) e
mantidas a 37°C por 24 horas. Ap0s a incubacéo, coldnias provenientes da placa de
agar nutriente foram transferidas com o auxilio de uma alga microbiolégica estéril
descartavel para uma solucdo salina estéril a 0,9% formando uma suspenséo celular
conforme mostra a figura 3, até que fosse atingida turbidez semelhante ao tubo padrao
da escala de McFarland a 0,5 (concentracdo de bactérias 1,5 x 108 UFC/mL). Essa
cultura de Salmonella foi preparada no dia de sua utilizacao.

A densidade 6ptica (DO) da suspenséo celular e do tubo padréo de McFarland
foram mensuradas em espectrofotometro DR 5000 HACH em comprimento de onda
A = 600 nanémetros (nm) até que a suspensado atingisse valores semelhantes ao da
solucéo padréo de McFarland. A DO para a solu¢do padrao de McFarland foi de 0,149
e para a suspensao celular preparada foi de 0,150.

Devido a escala de McFarland de 0,5 ser a minima (concentracdo de bactérias
1,5 x 108 UFC/mL) foi necessario realizar diluicGes decimais seriadas da suspenséo
celular até a obtencdo de um concentrado celular de aproximadamente 1,5 x 10°
UFC/mL.

Figura 3: Placa com crescimento de colonias de Salmonella para o preparo da suspenséo
celular.

ar £

Fonte: O autor, 2022
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4.4 Tipos de tratamentos

Conforme mostra a tabela 1, ao total foram testados 20 tratamentos, que
consistiam em quatro lavagens, uma apenas agua sem adicdo de cloro e as outras
com combinacdo de 3 concentracdes de cloro (2, 5 e 10 ppm) com 5 tempos de
lavagem (20, 40, 60, 120 e 180 segundos) — tratamentos T1 a T2o.

Tabela 1: Tabela dos tratamentos do experimento

Tratamentos Cloro (ppm) Tempo de lavagem (s)
Tl - 20
T2 - 40
T3 - 60
T4 - 120
T5 - 180
T6 2 20
T7 2 40
T8 2 60
T9 2 120
T10 2 180
T11 5 20
T12 5 40
T13 5 60
T14 5 120
T15 5 180

A tabela 2 mostra o esquema do delineamento experimental, composto por 20
tratamentos com 3 repeti¢cdes cada, totalizando 60 parcelas distribuidas em 3 blocos,
dos quais cada bloco se diferenciam por dia de processamento, suspenséo celular e
a agua hiperclorada que é preparada no dia do experimento.



Tabela 2: Esquema do delineamento experimental

Tratamentos Bloco | Bloco Il Bloco lll
T1 T1 T1
T2 T2 T2
SEM ADICAO DE CLORO T3 T3 T3
T4 T4 T4
T5 T5 T5
T6 T6 T6
T7 T7 T7
CLORO 2 ppm T8 T8 T8
T9 T9 T9

CLORO 5 ppm

CLORO 10 ppm

4.4.1 Preparacao da solugéo de agua hiperclorada

A partir de uma solugcdo comercial de hipoclorito de sédio com teor de cloro
ativo minimo 10% p/p de cloro, foram preparadas 3 solu¢des de lavagem (2ppm, 5ppm
e 10ppm), em tanques com capacidade de 500L, conforme mostra a figura 4.

A guantidade necesséria de hipoclorito para a obtencdo das concentracdes
desejadas foi calculada a partir da equacdo C1V1 = C2Va. Em porcentagem temos C2
igual a: 0,0002%, 0,0005%, 0,001% (referente as concentra¢cbes usadas).

Foi calculado o volume de hipoclorito de s6dio necessario para preparar 250L
de solucéao hiperclorada, referente a cada concentragao requerida, através da relacao
entre a concentracdo e o volume de 10% x V (L) = C x 250L.

Apés 30 minutos da adicdo do cloro no tanque contendo 250L de agua foi
realizada a medicdo em espectrofotdmetro utilizando o kit de cloro da HACH (cloro
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livre reagente DPD PP 25 mL), para confirmar se os valores das concentragbes em

cada tanque estavam conforme esperado (2ppm, 5ppm e 10ppm).

Figura 4: Tanques contendo a agua sem adi¢éo de cloro e a agua hiperclorada contendo as
concentracdes de cloro 2ppm, Sppm e 10ppm.

Fonte: O autor, 2022

4.5 Inoculacao dos peixes

Para a contaminagdo experimental, os peixes foram aspergidos com o auxilio
de um borrifador contendo a solugdo com a cultura de Salmonella enterica (figura 5).
O borrifador foi previamente higienizado com alcool 70% e depois lavado com solucéo
salina estéril. De cada lado do peixe foram aplicadas trés borrifadas (sendo
equivalente a aproximadamente = 1 mL/borrifada). Os peixes foram contaminados no
dia do experimento sendo 5 peixes por tratamento totalizando 20 peixes por bloco. A
contaminagéo foi realizada dentro da camara de fluxo laminar do Laboratério de

Tecnologia de Pescado da Embrapa Pesca e Aquicultura.
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Figura 5: Contaminacéo experimental

Fonte: O autor, 2022

4.6 Processamento da amostra antes da lavagem no cilindro

Apo6s a contaminagéo utilizou-se um swab estéril para a coleta da amostra da
superficie da pele do pescado com delimitacdo de area a ser analisada utilizando
assim um molde de 5cm x 2cm (10cm?) conforme figura 6, previamente higienizado
com alcool a 70% e exposto a luz ultravioleta. Para cada peixe foi utilizado um molde
individual com as mesmas medidas, para evitar contaminacdo cruzada entre
exemplares.

As amostras coletadas com swab foram obtidas individualmente de forma
padronizada, pressionando-o contra a pele do peixe sempre da esquerda para direita
em movimento giratério continuo (SILVA et al, 2021b) por trés vezes em toda a area
demarcada pelo molde, posicionado na base do opérculo sobre a linha lateral do peixe
(Figura 6).

O processo de coleta foi repetido no outro lado do peixe e, assim, a area
analisada foi equivalente a 20cm?. Em seguida, o swab foi transferido para um tubo
conico, devidamente identificado para cada amostra contendo 10 mL de agua
peptonada tamponada — BPW (ACUMEDIA®). Apés esses procedimentos, 0s peixes
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foram acondicionados em um saco plastico autoclavavel estéril até o momento da
lavagem no cilindro giratério. As amostras coletadas antes da lavagem dos peixes
foram, entdo, armazenadas em geladeira até a finalizacdo da lavagem, e conduzidos

ao Laboratorio de Microbiologia Geral e Aplicada da UFT.

Figura 6: Coleta da amostra por meio de arraste do Swab e molde demarcando local de
coleta.

Fonte: O autor, 2022

4.7 Lavagem no cilindro giratério

ApoOs o preparo das amostras, os peixes foram inseridos no equipamento —
cilindro giratério de lavagem para dar inicio ao processo de lavagem. Os diferentes
tempos de lavagem aplicados em cada tratamento foram identificados amarrando-se
barbantes de cinco cores diferentes na cauda dos peixes (Figura 7), permitindo
identificar o peixe que deveria ser retirado do cilindro a cada tempo determinado para
o tratamento ao qual representava. De cada vez, foram inseridos dentro do cilindro
um total de cinco peixes no tempo zero para proceder a lavagem com uma solucao
sanitizante, e a medida que se alcancava o tempo pré-estabelecido para cada
tratamento, o peixe representante daquele tempo era retirado do cilindro e colocado

em um saco estéril identificado para posterior coleta de amostra para analise.
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Figura 7: ldentificacdo dos peixes com barbantes no cilindro de lavagem para inicio do
experimento.

Fonte: O autor, 2022

4.8 Processamento da amostra depois da lavagem no cilindro

ApGs a lavagem foi realizado o mesmo procedimento de coleta de amostra na
superficie da pele do pescado utilizando-se um swab estéril e um molde de 10 cm?
(5cm x 2cm) para cada peixe, realizando a coleta de ambos os lados do peixe,
conforme descrito no item 4.6. As amostras foram conduzidas ao Laboratério de
Microbiologia Geral e Aplicada da UFT, em caixa de isopor contendo bolsas de gelo,
imediatamente apds a Ultima coleta de amostra para a realizacdo das analises

microbioldgicas.
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4.9 Analise Microbiolégica

A anédlise microbiolégica foi realizada de acordo com o método da Food and
Drug Administration (FDA), revisdo de dezembro de 2020 do Capitulo 5 do
Bacteriological Analytical Manual Online (SILVA et al., 2021b).

As amostras coletadas com swab e depositadas nos tubos contendo 10 mL
de agua peptonada tamponada ao chegarem no LMGA foram acondicionadas em
camara de fluxo laminar para seguir imediatamente para a etapa de enriqguecimento
seletivo. Para isso, foi pipetado 0,1 mL da amostra para o tubo contendo 10 mL do
meio Caldo Rappaport-Vassiliadis (RV) (MERCK®), e 1 mL da amostra para 10 mL
do Caldo Tetrationato (TT) (ACUMEDIA®), os quais foram incubados em banho-maria
a 42 +0,2°C por 24 + 2h e em estufa a 37°C por 24 + 2h, respectivamente.

Apbs o enriquecimento foi realizada a etapa de plaqueamento em superficie
(spread plate), com o auxilio de um pipetador e ponteiras esterilizadas, para isso
retirou-se 0,1 mL do caldo RV e transferiu-se para uma placa contendo o meio de
cultura Agar Xilose Desoxicolato (XLD) (ACUMEDIA®) e espalhou-se em toda a placa
a aliguota com o auxilio da alca de Drigalski, repetiu-se esse processo para o tubo
contendo caldo TT. Todos os testes foram realizados em triplicata, incubadas a 37°C
por 24 + 2h. As placas com crescimento de colénias com caracteristicas de Salmonella

foram contadas com o contador de colénias Flash & Go - SphereFlash® IUL.

4.10 Anélise Colorimétrica

Foram realizadas analises colorimétricas em 14 peixes antes e apos a
lavagem em cilindro rotatério com o tratamento na concentracao de 10 ppm de cloro
por 3 (trés) minutos, pois foi o tratamento experimental que ndo houve crescimento de
Salmonella, que a colorimetria foi realizada utilizando um colorimetro portatil (CR-
400, Konica Minolta, Japao), que realiza as afericdes de cor por meio dos indices L*,
a* e b*, representando valores de L* (luminosidade), variam de 0 a 100, sendo o valor
minimo preto e o valor maximo branco; valores de a* variam de — 60 a + 60,

representando o valor minimo a cor verde e o valor maximo a cor vermelha; valores
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de b* variam de — 60 a + 60, representando o valor minimo a cor azul e o valor maximo
a cor amarela (KONICA MINOLTA, 2022).

A determinacédo de cor foi medida em 3 (trés) partes diferentes da carcaca do
peixe sendo o opérculo, dorso e ventre, utilizando o sistema CIELAB. Apos a medicao
foi utilizada a média de cada parte da carcaca, esses valores médios foram
apresentados em tabela.

4.11 Anélise estatistica

A analise estatistica para o experimento de lavagem foi realizada em
delineamento em blocos em esquema fatorial e para o experimento de colorimetria foi
realizado em delineamento inteiramente casualizado, procedendo-se a andlise de
variancia apoés a verificacdo das pressuposices da anova, as pressuposi¢ées foram
avaliadas pelo teste de Shapiro-wilk para normalidade e o teste de Levene para
homogeneidade das variancias, como os dados para a analise do processo de
lavagem apresentou heterogeneidade das variancias, foi necesséario realizar a
transformacao de dados de Box-Cox (BOX; COX, 1964).

Quando encontrada diferenca entre tratamentos, as médias para o
experimento de lavagem foram comparadas pelo teste de Scott Knott e para o
experimento de colorimetria foi utilizado o teste de Tukey, ao nivel de 5% de
significancia. As andlises estatisticas foram realizadas com o uso do software R (R,
2021).

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Dados obtidos pelo 6rgao regulamentador

Em resposta a carta 15/2021 enviada pela Embrapa a Assessoria de Pescado
do 3° Servigo de Inspecdo de Produtos de Origem Animal (SIPOA) o referido 6rgdo

informou (ANEXO II) que as analises microbiologicas realizadas entre os anos de
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2015 a 2020, apresentaram o0s seguintes resultados; das 198 amostras de pescado
nos estados da Regido Norte e Centro-Oeste, estas relativas ao Programa de
Avaliacdo de Conformidade de Produtos de Origem Animal, um total de 10 amostras
apresentaram resultado positivo para Salmonella spp., 0 que indica uma ocorréncia
de 5%.

Porém, conforme mostram os Anuéarios dos Programas de Controle de
Alimentos de Origem Animal do DIPOA, disponiveis no site do MAPA (BRASIL, 2017),
Sao poucos os estabelecimentos de pescado registrados pelo SIF. Segundo o0 Anuario
de 2022, no Estado do Tocantins, 4 empresas possuem esse registro, e no Estado de
Goias, 7 empresas possuem esse registro, ou seja, apenas essas sado inspecionadas
pelo SIF em todo o estado do Tocantins e de Goias, em comparacdo com o Anuario
de 2020, o estado do Tocantins possui 4 empresas com esse registro, porém no
Estado de Goids em 2020 eram 8 empresas com registro SIF, isto €, em 2022 uma

empresa perdeu esse registro totalizando apenas 7 empresas nesse ano.

5.2 Eficiéncia do processo de lavagem

ApGs as leituras automaticas das coldnias foi feita a média dos resultados para
cada tratamento ja que tal foi feito em triplicata e tabulados em Excel para que fosse
rodado no software R sendo assim gerando os resultados da ANOVA. Foram testadas
as pressuposices da analise de variancia nos dados originais, sendo que o teste de
Shapiro-wilk foi encontrado um P-valor de 0,3686 e no teste de levene um p-valor de
0,0056. Com esse resultado foi necessario realizar a transformacéo de box-cox para
corrigir heterocedasticidade. Apos a transformacao os novos p-valores séo 0,50 e 0,07
para normalidade e homogeneidade respectivamente.

As contagens de Salmonella nas carcacas de tambaqui ap0s o experimento
diferiram significantemente (p > 0,05) antes e depois da lavagem, entre os blocos (,
Il e 1ll) e entre os tempos (20s, 40s, 60s, 120s, 180s) de lavagem. Entretanto, mesmo
havendo diminuicdo na carga bacteriana de Salmonella pelas diferentes
concentracbes (2ppm, Sppm, 10ppm) de cloro na lavagem nao houve diferenca
significativa entre as concentragdes utilizadas, e ndo houve interacdo entre o tempo e

concentracgéo, entretanto, houve diferenca entre os tempos de lavagem (Tabela 3).
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Tabela 3: Analise de variancia da contagem de Salmonella referente ao experimento da
lavagem em cilindro rotatério.

GL SQ QM Fc p-valor*
Concentragao 3 0,19471 0,06490 2,5550 0,06964
Tempo 4 0,31440 0,07860 3,0942  0,02673**
Bloco 2 0,75417 0,37709 14,8444  1,722e™***
Concentracao*Tempo 12 0,12840 0,01070 0,4212 0,94540
Residuo 38 0,96530 0,02540

GL: Grau de liberdade; SQ: Soma de Quadrado; QM: Quadrado Médio; Fc: F calculado.
* p-valor menor que 0,05 existe diferenca entre os tratamentos ***' 0.001 **' 0.05

Como houve diferenga significativa entre os tempos de lavagem, foi realizado
o teste de Scott Knott para confirmar a diferenca das médias que como pode ser
observado na tabela 4 abaixo, e apds esse teste constatamos que entre os tempos de
20, 40 e 60 segundos nédo houve diferenca significativas entre si, mas se diferem dos

tempos de 120 e 180 segundos.

Tabela 4: Teste de Scott Knott para as médias da contagem de colbénias da tabela 3.
Tempo Médiaq) (UFC/mL)

20 0,52549732
40 0,59998842
60 0,65117742
120 0,7418751°
180 0,7808488"
(1) Médias com letra diferente diferem entre si, a 5% de probabilidade pelo teste de Scott

Knott.

Apbs a andlise estatistica observou-se que que a reducao na carga bacteriana
apos a lavagem dos pescados no cilindro rotatério em diferentes tempos de lavagem
foi significativa e que houve uma eficiéncia nos tratamento de lavagem no processo
inicial de lavagem apdés o abate, mas conforme o parametro da Instrugdo Normativa
n° 60 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), para este tipo de alimento
0 recomendado € a auséncia de Salmonella em 25 gramas de produto (BRASIL,
2019).
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As médias dos resultados de contagem da Salmonella como observado na
tabela 5, mostram que, conforme o tempo de lavagem aumenta em cada concentracéo
de cloro a média percentual de reducédo da carga bacteriana, ou seja, a carga de
Salmonella daquele tratamento diminuiu apds a lavagem no cilindro em comparacao
com a carga bacteriana inicial antes da lavagem.

As médias de reducgdo foram calculadas a partir das contagens das colénias
de Salmonella antes e apds a lavagem pelo software R, médias maiores significam
que as reducgbes da carga de Salmonella foi maior, estatisticamente ndo houve
diferenca significativa entre as concentragdes de cloro testadas, mas pode-se
observar uma tendéncia de aumento da média da reducdo da carga bacteriana, a

medida em que se aumenta a concentracdo do cloro na agua de lavagem.

Tabela 5: Média e Desvio Padréo das redugdes da carga bacteriana de Salmonella.

Concentracao (ppm) Tempo (seg) Média (UFC/mL) Desvio

0 20 0.3964654 0.2657024
0 40 0.5081479 0.4136943
0 60 0.5154169 0.3851819
0 120 0.6022174 0.4356680
0 180 0.6464428 0.3783875
2 20 0.4949887 0.2531833
2 40 0.6183540 0.2712995
2 60 0.6509014 0.4617715
2 120 0.7313276 0.3041096
2 180 0.7626120 0.2950184
5 20 0.4876864 0.3284246
5 40 0.6591634 0.2457067
5 60 0.7346655 0.1607698
5 120 0.7143403 0.2650139
5 180 0.8341965 0.0838277
10 20 0.6111662 0.3526332
10 40 0.7259710 0.0660633
10 60 0.7037259 0.1573795
10 120 0.7997590 0.0831804
10 180 1.0000000 0.0000000
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Segundo Silva et al. (2021b) as caracteristicas tipicas de colbnias de
Salmonella no meio de plaqueamento XLD séo: cor de rosa escura, com centro preto
e uma zona avermelhada levemente transparente ao redor, colénias inteiramente
pretas significando Cepas de Salmonella H2S fortemente positivas e colonias
amarelas podendo ou néo ter centro preto sdo Cepas de Salmonella lactose positivas.

A figuras 8, mostra o crescimento de Salmonella nas carcacas dos peixes, as
figuras identificadas com a letra A mostram o crescimento de Salmonella antes da
lavagem em cilindro rotatorio, e as figuras identificadas com a letra B mostram o
crescimento das amostras apos o tratamento de lavagem no cilindro.

Como pode observar na figura 8 houve uma diminuigdo do crescimento de
colénias de Salmonella ap6s os tratamentos, lavagem no cilindro rotatorio apenas com
agua (Figura 8DO0) e lavagem no cilindro com as concentracdes de cloro a 2ppm
(Figura 8D2), 5ppm (Figura 8D5) e 10ppm (Figura 8D10).

Figura 8: Placas com crescimento de colbnias de Salmonella referente aos tratamentos no
tempo de 20 segundos.

AO: Antes da lavagem; DO: Lag anas com aua - Depois da lavagem; A2: 2 ppm de
cloro - Antes da lavagem; D2: Tratamento 2ppm de cloro — Depois da lavagem; A5: 5ppm de
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cloro — Antes da lavagem; D5: Tratamento 5ppm de cloro — Depois da lavagem; A10: 10ppm
de cloro — Antes da lavagem; D10: Tratamento 10ppm de cloro — Depois da lavagem.
Fonte: Autor, 2022.

A figuras 9, mostra o crescimento de Salmonella nas carcacas dos peixes, as
figuras identificadas com a letra A mostram o crescimento das col6nias de Salmonella
antes da lavagem em cilindro rotatério, e as figuras identificadas com a letra B
mostram o crescimento das amostras apos o tratamento de lavagem no cilindro.

Como pode observar na figura 9 houve uma diminui¢gdo do crescimento de
colénias de Salmonella apds os tratamentos, lavagem no cilindro rotatorio apenas com
agua (Figura 9DO0) e lavagem no cilindro com as concentracdes de cloro a 2ppm
(Figura 9D2) e 5ppm (Figura 9D5), no tratamento com a concentragdo de 10ppm nao

houve crescimento de colbnias de Salmonella como mostra a Figura 9D10.

Figura 9: Placas com crescimento de colbnias de Salmonella referente aos tratamentos no
tempo de 180 segundos.
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AO: Antes da lavagem; DO: Lavagem apenas com agua — Depois da lavagem; A2: 2 ppm de
cloro - Antes da lavagem; D2: Tratamento 2ppm de cloro — Depois da lavagem; A5: 5ppm de
cloro — Antes da lavagem; D5: Tratamento 5ppm de cloro — Depois da lavagem; A10: 10ppm
de cloro — Antes da lavagem; D10: Tratamento 10ppm de cloro — Depois da lavagem.

Fonte: Autor, 2022.

Segundo Chaves et al. (2019) estudos anteriores mostraram que a Salmonella
apresenta, em geral, uma resisténcia aos tratamentos utilizando cloro. J& Tong Thi et
al. (2015) apresentam que existe poucos estudos que avaliam as diferentes
concentracdes de cloro livre sobre a sobrevivéncia de bactéria em peixes, conforme o
estudo que ele demonstra que para uma reducdo significativa da contagem de
psicotropicos totais utilizou-se 10ppm e 50ppm de cloro em 240 segundos.

Tong Thi et al. (2015) demonstraram que n&o houve alteragdo sensorial na
lavagem por imersao de files de peixe panga com 10 ppm de cloro livre, e para a
concentracdo de 50 ppm de cloro livre ndo existem estudos, até o presente momento,
que avaliam aspectos sensoriais e quimicos da lavagem dos peixes inteiros para
descartar os possiveis ricos associados a tal concentragcédo de cloro livre no processo
de lavagem (CAVALCANTE, 2020).

No estudo que Cavalcante (2020) realizou verificou-se que a lavagem do
peixe a 5ppm de cloro nos tempos 5, 30, 60 e 90 minutos a inativacdo celular da S.
typhimurium foi minima, no tempo de 120 minutos verificou-se a reducédo de 1 log
UFC/mL.

A viabilidade e a seguranca da utilizacdo de compostos clorados para
eliminacdo de micro-organismos patogénicos ja foram demonstradas cientificamente,
Ribeiro et al. (2008) concluiu que para a inativacdo eficiente de bactérias em 20
minutos necessita de 0,03 a 0,06ppm de hipoclorito de sédio adicionado a agua.

5.3 Analise colorimétrica

As tabelas 6, 7 e 8 sao referentes a estatistica da colorimetria quanto a
Luminosidade (L*). Verificou-se que houve diferenca significativa entre as partes da
carcaca do peixe e entre os tratamentos, que consistiram em dois momentos de

analise (antes e depois da lavagem), quanto a medicao da cor do indice de L* e, para
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confirmar a diferenca das médias luminosidade, utilizou-se o teste de Tukey. Nao
houve interacdo entre parte do peixe que foi feita a leitura e o tratamento (Tabela 6).

Tabela 6: Andlise de variancia do resultado de colorimetria para o indice L*

GL SQ QM Fc p-valor*
Parte (dorso, ventre,
) 2 4007,3 4 120,027 0,00000
opérculo)
Tratamento (antes e
. 1 189,6 3 11,356 0,00117
depois)
Parte x Tratamento 2 1302,1 5 0,429 0,65278
Residuo 78 5513,3 2

GL: Grau de liberdade; SQ: Soma de Quadrado; QM: Quadrado Médio; Fc: F calculado.
* p-valor menor que 0,05 existe diferenca entre os tratamentos

Como ha diferenca significativa entre as medicfes da cor das partes do peixe
foi realizado o teste de Tukey (Tabela 7) que mostra que as médias de luminosidade
do dorso e do opérculo nao diferiram entre si, mas apresentaram luminosidade maior
gue a média do ventre. Valores mais proximo de O representa mais a cor preto (escuro)

e valores mais proximos de 100 representa a cor branco (claro).

Tabela 7: Teste de Tukey das médias do indice L* comparando as partes do corpo

Parte Médiaq)
Dorso 42,039292
Opérculo 40,578572
Ventre 26,71179°

(1) Médias com letra diferente diferem entre si, a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

Como ha diferenca significativa entre as medi¢gdes da cor do peixe antes da
lavagem e da medicéo da cor do peixe apds a lavagem com agua clorada, foi realizado
o teste de Tukey (Tabela 8) que mostra que as médias diferem entre si quanto ao nivel
de 5%, valores mais préoximos de 0 é mais escuro (preto) e valores mais proximo de

100 é mais claro (branco).
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Tabela 8: Teste de Tukey das médias do indice L* comparando o antes e depois do
tratamento.

Tratamento Médiaq)
Antes 37,945482
Depois 34,94095P

(1) Médias com letra diferente diferem entre si, a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

As tabelas 9, 10 e 11 sao referentes a estatistica de colorimetria que
representa o nivel de saturacdo para a*.

Apés a analise estatistica de variancia (Tabela 9) verificou-se que houve
diferenca significativa entre as partes da carcaca do peixe e do tratamento da medic&o
da escala de a*, e como houve diferenca significativa utilizou-se o teste de Tukey para
confirmar a diferenca das médias, ja na interacao entre as partes do peixe que foi feita
a medicao da cor e o tratamento (antes e depois) utilizando a agua clorada nao houve
diferenca significativa.

Tabela 9: Analise de variancia do resultado de colorimetria para o indice a*

GL SQ QM Fc p-valor*
Parte (dorso, ventre,
) 2 268,72 5 121,618 0,00000
opérculo)
Tratamento (antes e
_ 1 13,84 4 12,530 0,00068
depois)
Parte x Tratamento 2 1,41 2 0,638 0,53102
Residuo 78 86,17 3

GL: Grau de liberdade; SQ: Soma de Quadrado; QM: Quadrado Médio; Fc: F calculado.
* p-valor menor que 0,05 existe diferenca entre os tratamentos

Como ha diferenca significativa entre as medi¢cfes da cor das partes do peixe

foi feito o teste de Tukey (Tabela 10) que mostra que a média do dorso, opérculo e
ventre se diferem entre si ao nivel de 5%, valores do niveis de saturagcéo para a escala
de a* representam valores positivos indicando a cor vermelho e valores negativos
representa a cor verde nesse caso em ordem crescente da cor mais verde para o mais

vermelha a partir dos resultados da média foram dorso, opérculo e ventre.
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Tabela 10: Teste de Tukey das médias do indice a* comparando as partes do corpo

Parte Média()
Dorso 0,4535714#2
Opérculo 2,661786"
Ventre 4,834643°¢

(1) Médias com letra diferente diferem entre si, a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

Como ha diferenca significativa entre as medi¢des da cor do peixe antes da
lavagem e da medicdo da cor do peixe ap0s a lavagem com agua clorada foi realizado
o teste de Tukey (Tabela 11) que mostra que as médias diferem entre si ao nivel de
5% de significancia, antes da lavagem o valor de medic&o foi maior do que o valor
apos a lavagem com agua clorada a 10ppm de cloro significando que o valor esta
mais proximo do 0 e com isso indicando uma medi¢cdo de cor mais proximo da cor

verde.

Tabela 11: Teste de Tukey das médias do indice a* comparando o antes e depois do
tratamento.

Tratamento Médiaq)
Antes 3,0559522
Depois 2,244048°

(1) Médias com letra diferente diferem entre si, a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

A tabela 12, 13, 14 e 15 sao referentes a estatistica de colorimetria que
representa o nivel de saturacdo para b*.

Apbs a andlise estatistica de variancia (Tabela 12) verificou-se que houve
diferenca significativa entre as partes da carcaca do peixe, entre o tratamento e houve
diferenca na interacéo entre parte da carcaga e tratamento na medi¢éo da escala de
b* e como houve diferenca significativa utilizou-se o teste de Tukey para confirmar a

diferenca das medias.
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Tabela 12: Analise de variancia do resultado de colorimetria para o indice b*

GL SQ QM Fc p-valor*
Parte (dorso, ventre,

2 394,82 4 126,450 0,00000e*%°
opérculo)
Tratamento (antes e

_ 1 33,39 5 21,388 1,4648e°

depois)
Parte x Tratamento 2 28,61 3 9,163 2,6640e™
Residuo 78 121,77 2

GL: Grau de liberdade; SQ: Soma de Quadrado; QM: Quadrado Médio; Fc: F calculado.
* p-valor menor que 0,05 existe diferenca entre os tratamentos

Como ha diferenca significativa entre as medicdes da cor dos peixes antes da
lavagem e apo6s a lavagem com &gua com cloro a 10ppm foi feito o teste de Tukey,
analisando a interacdo tratamento x parte a tabela 13 mostra os resultados das médias
antes e apos a lavagem para o dorso que mostra que as médias diferem entre si ao
nivel de 5% de significancia, antes da lavagem o valor da medi¢&o foi maior do que o
valor ap0s a lavagem com agua clorada significando que o valor esta mais préximo

do 0 e com isso indicando uma medicéo de cor mais proximo da cor azul.

Tabela 13: Teste de Tukey das médias do indice b* comparando o antes e depois do
tratamento com a parte do corpo.
Tratamento/dorso Média)

Antes 5,6064292
Depois 2,697143P

(1) Médias com letra diferente diferem entre si, a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

Como houve diferenca significativa na interacao tratamento x parte da carcaca
do peixe antes e apds a lavagem com agua com cloro a 10ppm foi realizado o teste F
gue demonstrou que as médias do tratamentos antes e apdés a lavagem para o
opérculo e pra o ventre sdo estatisticamente iguais nao diferindo entre si ao nivel de
5% de significancia (Tabela 14 e 15).
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Tabela 14: Teste F das médias do indice b* comparando o antes e depois do tratamento
com a parte do corpo.

Tratamento/opérculo Médiaq)
Antes 0,3762862
Depois -0,13714292

(1) Médias com letra diferente diferem entre si, a 5% de probabilidade pelo teste F.

Tabela 15: Teste F das médias do indice b* comparando o antes e depois do tratamento
com a parte do corpo.

Tratamento/ventre Média()
Antes -0,67714292
Depois -1,03714292

(1) Médias com letra diferente diferem entre si, a 5% de probabilidade pelo teste F.

Foi realizado um registro fotografico (figura 10A) da carcaca do peixe antes
de passar pela lavagem com a concentracdo de cloro a 10ppm por 3 minutos e apés
a lavagem tirou-se uma foto do mesmo peixe para registro visual do efeito da lavagem
na coloragdo do mesmo, como pode observar na figura 10B ap0s a lavagem o peixe

apresentava-se mais claro nas partes do opérculo, dorso e ventre.

Figura 10: Aspecto da carcaca do peixe antes e apds a lavagem em cilindro rotatério

Fonte: O autor, 2022
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Segundo Tong Thi et al. (2015) apos a lavagem do peixe com 150ppm de
agua com cloro percebeu-se uma descoloragcdo e um odor de cloro, e que as
propriedades organolépticas deve ser avaliado em concentracdes entre 50ppm e
150ppm.

Segundo Rezende-de-Souza et al. (2020), poucos trabalhos nos informam
sobre os parametros colorimétricos em pescado, provavelmente isso ocorre, pois
esses parametros de cor sédo limites instituidos pelas industrias processadoras e/ou
pesquisadores, como padrées de qualidade interno especificos para cada empresa
processadora de pescado.

O estudo sobre parametros colorimétricos € de suma importancia para a
qualidade dos alimentos, pois 0s consumidores antes de usar qualquer outro sentido
para influenciar a compra do produto como, paladar, olfato, tato, a cor do alimento € o
primeiro contato que o consumidor ter& com o produto, e principalmente com o

pescado ou seus derivados a cor € um atributo que indica qualidade do frescor.

6 CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos é possivel concluir que a lavagem no cilindro
rotatério pode reduzir a populacéo microbiana das carcacas dos pescados, porém nao
elimina a Salmonella spp. nos tempo 20, 40, 60, 120 e 180 segundos nas
concentragcdes Oppm, 2ppm e 5ppm, na concentracdo de 10ppm e no tempo de 180
segundos observamos que ndo houve crescimento de colonias de Salmonella.

Estatisticamente ndo houve diferenca significativa entre as concentracées,
mas pode-se observar que com o aumento da concentracdo ha um aumento da média
de reducéo, significando que a reducédo da carga bacteriana de Salmonella reduz
conforme aumenta a concentracdo de cloro, o tratamento de 180 segundos na
concentracéo de 10 ppm de cloro foi eficaz na eliminacdo da Salmonella conforme a
legislacdo pede.

Como o uso do sanitizante Hipoclorito de sodio na concentragcdo de 10ppm
provocou alteracdes na cor do peixe inteiro, deixando peixe mais claro e com um leve
odor de cloro, necessitando de pesquisas futuras para verificar a aceitabilidade desse
produto perante os consumidores, e pesquisas para verificar se tera alteracdes

sensorias e residuos quimicos do cloro.
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04/11/2021 1700 SENEMBRAPA - 6129431 - Carta

Enpe

de Pecquica A
Minictério da Agricultura, Peoutria @ Abactecimento
Embrapa Pesca e Aquicutura
Frolongamento da Avenida N2 10. Cruzamento com 3 Avenida LO18, Sentido Norte - Salro Loteamento Agua Fria
CEP 77002-900C - Faimaz-TO
Telefone: (63)3223-7800

AW
Carta n°® 15/2021-CNPASA/NAP
Palmas, 04 de novembro de 2021.
Ao Senhor(a)
ROBERIO ALVES MACHADO
Chefe do 3° SIPOA/ DIPOA - Secretaria de Defesa Agropecuaria
Goiania - GO

Assunto: Solicitagdo de dados para pesquisa

Senhor Chefe,

A Embrapa Pesca e Aqguicultura esta com um projeto de desenvolvimento de solugdes para a
eliminacdo da Salmonella no pescado. Esse projeto sera realizado pela mestranda Catharina Couto Costa,
vinculada ao Programa de Pos Graduacdo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos (PPGCTA) da Universidade
Federal do Tocantins.

Um dos objetivos dessa pesquisa € analisar os dados de Tambaquis no Estado do Tocantins e
na Regido Norte quanto & presenca de Salmonella spp. nas indUstrias de beneficiamento de pescado e, para
que ele seja alcancado, necessitamos dos sequintes dados de casos de Salmonella:

- Dados de casos positivos de Salmonella em pescado (qualquer espécie) nos ultimos 10 anos (Regides
Centro oeste e Norte);

- Quais foram as perdas e san¢des economicas aplicadas para a indUstria por causa da presenca da
Salmonella no pescado, e;

- Quais as medidas que as industrias devem tomar em casos positivos de Salmonella
(recomendacdesiorientacdes indicadas pelo Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento);

Colocamo-nos a disposi¢do caso sejam necessarios eventuais esclarecimentos.

Atenciosamente,

DANIELLE DE BEM LUIZ
Chefe Geral
Embrapa Pesca e Aguicultura

-
Sel! m Documento assinado eletronicamente por Danielle de Bem Luiz, Chefe-Geral. em 04/11/2021, a5 16:56, conforme art.
apngure 6°, paragrafo 1° do Dacreto 8.539, de 8 de outubro de 2015.

wlerbnus

3'. y %" A autenticidade do documento pode ser conferida no site hitps://sei sede embrapa br/sei/controlador_externo php?
P acao=documento_coaferir&id_orgao_acesso_externo=0 informando o codigo verificador 6129431 = o codigo CRC

Referencia: Froceszo ng 21154.001180,2021-20 SEIn2 5125431
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ANEXOII

MINISTERIO DA AGRICULTURA, PECUARIA E ABASTECIMENTO
SECRETARIA DE DEFESA AGROPECUARIA
DEPARTAMENTO DE _zm_umnwo DE PRODUTOS DE ORIGEM ANIMAL
COORDENACAQ-GERAL DE PROGRAMAS ESPECIAIS
COORDENACAQ DE CARACTERIZACAQ DERISCO

OFICIO N2 26/2021/CRISC/CGPE/DIPOA/SDA/MAPA
Brasilia, 23 de novembro de 2021,
Ao Chefe do 32 SIPOA

Assunto: Solicitagdo de dados.

Sr. Chefe do 32 SIPOA

1 Em atengéo ao Despacho 20390 (18554032) e & Carta n2 15/2021 da Embrapa Pesca e Aquicultura (18394526) informamos que o histdrico de resultados das amostras oficiais de conformidade de produtos de origem animal (PACPOA) é anualmente compilado na publicagéo
"Anuario dos Programas de Controle de Alimentos de Origem Animal do DIPOA", cujos tltimos 7 volumes se encontram disponiveis no site do MAPA em: Publicacdes DIPOA, bem como na pagina: Analises laboratoriais.

2 As publicages indicam o indice de conformidade microbioldgica geral para todas as dreas de produtos de origem animal, incluindo pescado, contudo néo descrevem os resultados por analito, visto ser invidvel detalhar neste tipo de publicacéo, considerando o universo
amostral analisado. Em atengéo & Lei de Acesso & Informagéo - LAI, informamos que entre 2015 e 2020 foram analisadas 198 amostras de pescado nos estados da Regido Norte e Centro-oeste dentro do Programa de Avaliagéo de Conformidade de Produtos de Origem Animal e 10
amostras apresentaram resultado positivo para Salmonella spp, 0 que indica uma ocorréncia de 5,%. N&o foi realizada a compilagdo e analise de dados de 2021, que 50 pode ser iniciada depois de finalizadas as analises de amostras coletadas no corrente ano.

3 No caso de néo conformidade microbioldgica (todas as espécies), as principais legislagdes que suportam os padrdes microbioldgicos, controle e monitoramento de patégenos, procedimentos de inspegéo e fiscalizagéo de produtos de origem animal, incluindo as ages fiscais
no caso de ndo conformidade de produtos e processos séo o Decreto 9.013/2017 (RIISPOA) e suas alteragdes; os Regulamentos Técnicos de Identidade e Qualidade de Produtos especificos e/ou  Instrugéo Normativa Anvisa n? 60, de 23 de dezembro de 2019.

4 Alista de empresas com sangbes impostas aos infratores da legislaéo agropecuéria esta disponivel em: https://www.govbr/agricultura/pt-br/acesso-a-informacao/fiscalizacao-empresas-autuadas.

Atenciosamente,

il
Sef
assinatura
eletronica

@i Documento assinado eletronicamente por MAYARA SOUZA PINTO, Coordenador(a) Substituto(a), em 24/11/2021, as 10:21, conforme horério oficial de Brasilia, com fundamento no art. 6§ 12, do Decreto n? 8.539, de 8 de outubro de 2015.




