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RESUMO

BATTAGIN, Heloisa Valarine. Analise dos aspectos microbiologicos de peixes salgados
comercializados no complexo do Ver-o-Peso e o impacto do processo de salga no
crescimento de micro-organismos e na formagdo de aminas biogénicas, 2017, 82 f.,

Dissertacdo (Mestrado) — Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos.

Universidade Federal do Para, Belém.

O mercado Ver-0-Peso é o principal ponto de desembarque, beneficiamento e comercializacédo
de peixe salgado da regido metropolitana de Belém e abastece inimeros municipios no entorno.
Levando isso em conta, em prol de melhores condicOes de vida dessas comunidades, o presente
estudo teve como objetivo analisar os aspectos higiénico-sanitarios da comercializacdo do peixe
salgado no complexo do Ver-o-Peso. Neste trabalho foram estudadas as variacdes causadas
pelos processos de salga e manipulacdo de trés espécies de peixe: pescada gé (Macrodon
ancylon), cambéua (Notarius grandicassis) e piramutaba (Branchyplastystoma vaillantii), que
sdo de grande interesse comercial na regido. Associado a isso estudou-se o impacto da aplicacédo
do processo de salga no crescimento de micro-organismos e na formacao de aminas biogénicas
na espécie xaréu (Caranx hippos). Embora de facil aplicagdo, notou-se que o processo de salga
realizado por pescadores e manipuladores de peixe do complexo do Ver-o0-Peso é conduzido de
maneira inadequada, sem precau¢des higiénico-sanitarias, e proporciona a elaboracdo de
produtos de baixo valor comercial e sem padronizacdo das caracteristicas finais. Os
procedimentos erroneamente aplicados nas fases de salga e comercializa¢do favorecem também
0 crescimento de micro-organismos, como estafilococos e coliformes termotolerantes, e a
producdo de aminas bioativas, 0 que sugere que o consumidor pode sofrer danos a satde. Sendo
assim, observou-se a necessidade de padronizacdo dos procedimentos de salga e treinamento
dos trabalhadores acerca de boas praticas de manipulacdo de alimentos. Analisando-se as
interacOes de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas em xaréus salgados sob condic¢des
controladas, concluiu-se que esses micro-organismos se comportam de maneiras distintas em
diferentes concentragdes de NaCl, de modo que 0s grupos que apresentaram maior crescimento
se envolveram na producdo de maiores concentragdes de histamina, devido a quorum sensing.
Comprovou-se ainda que o processo de secagem foi positivo na reducdo do teor de aminas e
que sua associacdo ao uso de 25% NaCl gerou produtos de melhor qualidade em relacdo a

umidade, atividade de agua e perfil de aminas quando comparado a salga com 15% NaCl.

Palavras-chave: pescado, histamina, bactérias halofilicas, boas praticas de manipulagéo.



ABSTRACT

BATTAGIN, Heloisa Valarine. Analysis of microbiological features of salted fish from Ver-
0-Peso Market and impact of salting process on growth of microorganisms and
accumulation of biogenic amines, 2017, 82 f., Thesis (Master). Graduate Program in Food
Science and Technology. Federal University of Para, Belém.

Ver-0-Peso market is the main point of landing, processing and trading of salted fish in the
metropolitan region of Belém and supplies several counties around. Thus, in order to provide
better living circumstances for these communities, the present study aimed to analyze the
hygienic/sanitary conditions of salted fish trading in the Ver-o-Peso market. Salting and
manipulation processes of three fish species (king weakfish (Macrodon ancylon), thomas sea
catfish (Notarius grandicassis) and laulao catfish (Branchyplastystoma vaillantii)) were
evaluated. These species have huge commercial importance in the northern region of Brazil.
The impact of salting processes on growth of microorganisms and biogenic amines
accumulation was carried out in crevalle jack species (Caranx hippos). Although salting
processes are simple to handle, when carried out by fishermen and fish handlers of Ver-o-Peso
market the hygienic/sanitary conditions are not achieved, and management is inadequate,
resulting in low-value products. The procedures mistakenly applied in fish salting and
commercialization can afford the growth of microorganisms (such as staphylococci and
thermotolerant coliforms) and the production of bioactive amines, which suggests the consumer
may fall ill. Therefore, standardizing salting procedures and training fish handlers are
necessary. The analysis of interactions among Gram-positive and Gram-negative bacteria in
salted crevalle jacks (under controlled conditions) concluded these microorganisms behave in
different manners under different concentrations of NaCl. The groups which presented more
growth became involved in the production of higher concentrations of histamine, due to quorum
sensing. In addition, drying process was positive in reducing the level of amines. Considering
moisture, water activity and profile of amines, the association of salting and drying processes

produced better quality products when applying 25% NaCl rather than 15% NacCl.

Key words: sea food, histamine, halophilic bacteria, good handling practices.
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1 INTRODUCAO

O consumo de peixe representa uma fonte relativamente acessivel de proteinas e acidos
graxos insaturados, por isso seu consumo vem sendo estimulado. Na regido amazonica, a pesca
artesanal tem valor substancial ndo apenas no aspecto nutricional, mas também como fonte de
renda para as comunidades locais (ISAAC et al., 2015). Na cidade de Belém, o mercado Ver-
0-Peso é um dos pontos de maior comercializacdo do pescado paraense. Diversos estudos foram
executados envolvendo pescado comercializado na regido amazonica, porém poucos avaliam a
qualidade dos produtos comercializados neste local, especialmente de peixes salgados
(I\/IOURAO etal., 2009; NUNES et al., 2012; AMARO, 2014; ISAAC et al., 2015).

Devido a atividade microbiana, umidade elevada e riqueza de nutrientes, peixes frescos
sdo facilmente pereciveis e a salga € uma técnica de conservacgdo bastante comum, uma vez que
dificulta o crescimento microbiano pela reducdo na atividade de dgua do produto (YANAR et
al., 2006). No entanto, uma alta concentracdo de sal pode favorecer oxidacdo lipidica
(CHAIJAN, 2011), desnaturacdo de proteinas, contracdo do musculo e desidratacdo (FAN et
al., 2014), afetando as estruturas intra e extracelulares do pescado (NGUYEN et al., 2011).

A absorcdo do sal pelo peixe depende de diversos fatores, incluindo espécie, tipo do
masculo, espessura do filé, peso, composi¢do, estado fisioldgico, proporcéo entre peixe e sal,
temperatura e método de salga (GALLART-JORNET et al., 2007), e acarreta variacdes em
fatores como atividade de &gua, umidade, pH, coloracdo, conteldo de acidos graxos e
solubilidade de proteinas (CHAIJAN, 2011; NGUYEN et al., 2011). A degradacéo de proteinas
gera como produtos aminoéacidos e segundo Chang et al. (2008), quando ha aminoéacidos livres
na presenca de micro-organismos capazes de produzir enzimas descarboxilase e temperatura
adequada, pode haver formacdo de aminas bioativas.

Dentre essas aminas, a histamina pode causar intoxicacao alimentar e € frequentemente
associada ao consumo de peixes escombroides, apesar de haver relatos de incidentes causados
por peixes ndo escombroides, queijos e vinhos (LEHANE & OLLEY, 2000). A intoxicagao por
histamina em peixes é uma forma alérgica de intoxicacdo alimentar e um grande problema na
seguranca de frutos do mar, uma vez que esta relacionada as més praticas de manipulacéo e
conservacao do pescado (HUNGERFORD, 2010). Nos EUA, o teor maximo permitido de
histamina em peixes escombroides é de 50 mg/kg (US FDA, 2001). No Brasil, a tolerancia é de
100 mg/kg (BRASIL, 1997a).
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Além do perigo proporcionado pela histamina, outras aminas também representam
risco: cadaverina, espermidina e espermina podem reagir com nitrito e formar compostos
carcinogénicos (MAH et al., 2002), tiramina pode causar vasoconstricdo periférica e elevacao
da glicose sanguinea (LADERO et al., 2006), triptamina estimula a liberacdo de catecolaminas
no cérebro e coragio (GLORIA, 2005).

Em relacdo a quantidade de histamina permitida pela legislacéo, espécies de grande
interesse no mercado paraense, como a pescada gé (Macrodon ancylon), cambéua (Notarius
grandicassis), piramutaba (Branchyplastystoma vaillantii) e xaréu (Caranx hippos) ndo sdo
contempladas, apesar de também apresentarem os aminoacidos precursores da histamina e de
outras aminas em suas composic¢oes. Dessa forma, o aprofundamento dos estudos voltados a
aminas biogénicas nestas espécies pode oferecer subsidios a indUstria pesqueira e orgaos de
salde publica.

Devido ao interesse dos consumidores brasileiros, que vém se mostrando cada vez mais
exigentes quanto a seguranca dos alimentos, é importante que o manipulador de alimentos
também tenha conhecimento acerca daquilo que manuseia. Para tanto, além do foco principal
do estudo proposto, que é relacionar a formacgéo de aminas biogénicas as condicdes de salga,
armazenamento e aspectos fisico-quimicos do peixe, é importante avaliar também as condicGes

de manipulacéo nos locais de comercializagéo.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Os objetivos deste estudo foram direcionados a analisar 0s aspectos sanitarios da
comercializacdo do peixe salgado no complexo do Ver-o-Peso, as variacdes nos processos de
salga e manipulacao de trés espécies peixe, a saber, pescada goé (Macrodon ancylon), cambéua
(Notarius grandicassis) e piramutaba (Branchyplastystoma vaillantii), que sdo de grande
interesse comercial na regido, e associado a isso estudar o impacto da aplicacdo do processo de
salga no crescimento de micro-organismos e na formacédo de aminas biogénicas, efetuado na

espécie xaréu (Caranx hippos).

2.2 Objetivos especificos

o Avaliar as condic¢Oes de manipulacdo de peixe salgado no mercado Ver-o0-Peso;
o Realizar a caracterizacgéo fisico-quimica das espécies de peixe salgado selecionadas;
o Estudar os aspectos microbioldgicos das espécies de peixe salgado selecionadas,

isolando bactérias halofilicas;

o Salgar peixes frescos em condi¢Bes controladas de tempo, temperatura e concentracao
de NaCl e inocular as bactérias halofilicas previamente isoladas;

o Determinar o teor de aminas biogénicas das amostras de peixe salgado adquiridas no

mercado Ver-0-Peso e nos peixes salgados sob condic¢des controladas.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Recurso pesqueiro

"Pescado" é o termo usado para qualquer organismo aquatico de origem fluvial,
marinha ou estuarina, destinado a alimentacdo humana, como peixes, moluscos, crustaceos,
mamiferos e algas. Os peixes representam um importante componente nutricional na dieta
humana, por serem fonte de proteinas de alta qualidade, &cidos graxos poli-insaturados e
componentes bioativos (GONCALVES, 2011; IKUTEGBE; SIKOKI, 2014).

Na regido Norte do Brasil, observa-se amplamente a pesca artesanal, ou de pequena
escala, devido a importancia fundamental do pescado no fornecimento de proteina animal e
também na manutencdo da renda das comunidades locais (ISAAC et al., 2015). A bacia
amazonica abriga cerca de 1.300 espécies catalogadas e o litoral amaz6nico, que inclui a costa
do estado do Para, é um ambiente rico para a exploracdo de recursos pesqueiros, pois a presenca
de matéria organica e sedimentos na agua, que sao provenientes da decomposicao de florestas
de mangue, favorece a alta produtividade da fauna (TUNDISI &TUNDISI, 2008; MOURAO
et al., 2009). Ao longo do tempo, a realidade da pesca na costa norte brasileira vem sendo
baseada somente no principio do aspecto econémico, o qual privilegia o lucro facil e que em

certos casos incentiva métodos e praticas predatorias de captura (DIEGUES, 2001).

O Estado do Para possui 562 km de litoral, cujo percurso vai do Cabo Norte a Foz do
rio Gurupi, compreendendo 70.000 km? de plataforma arrastavel (PONTES, 2000), permitindo
diversas formas de exploracdo de seus recursos naturais, o que corresponde a quase 50% do
pescado de toda Regido Norte. Todo esse potencial pesqueiro permite a exploracdo maritima,
fluviolacustre, costeira e estuarina, resultado da captura do pescado artesanal e industrial, sendo
que a pesca artesanal direciona em torno 90% de sua produgdo a abastecer o mercado

interno/regional, desembarcando sua producéo no complexo do Ver-o-Peso (AVI1Z, 2006).

Entre as inlmeras espécies de peixes comercializados no complexo do Ver-o-Peso
destacam-se os da familia Sciaenidae, Pimelodidae e Ariidae. Na familia Sciaenidae
(pescadas), destacaram-se a pescada amarela (Cynoscion acoupa) e a pescada branca
(Plagioscion squamosissimus). Entre os Pimelodidae (grandes bagres de agua doce), as
espécies mais frequentes sdo a dourada (Brachyplatistoma flavicans), piramutaba

(Brachyplatistoma vaillantii), cambéua (Notarius grandicassis) e o filhote (Brachyplatistoma
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filamentosum). Outras espécies com considerdvel ocorréncia sdo a pescada g6 (Macrodon
ancylodon) e o e xaréu (Caranx hippos) da familia dos Carangidae. Com excec¢do feita a
piramutaba, todas essas espécies sdo capturadas de forma artesanal (ROCHA & ROCHA,
2007).

A pescada go (Macrodon ancylodon) se destaca em termos de volume de desembarque,
sendo seu principal meio de captura as redes de emelhar por deriva e por currais. A espécie se
distribui em zonas estuarinas e marinhas de regides tropicais e subtropicais, sobre substratos
brandos, em profundidades de até 60 m. Sem habitos migratorios e pouco veloz, a pescada go
tem corpo longo, dorsal e ventralmente arqueado e coloragdo acinzentada e amarelada. A
cabeca é pontuda e comprida, a boca € grande e obliqua. A mandibula é projetada para frente
da maxila, e os dentes sdo arredondados (CHAO, 1978; CERVIGON, 1993; GONCALVES,
2011). A dieta se baseia majoritariamente em crustaceos nos estagios juvenis e peixes na fase
adulta JURAS & YAMAGUTI, 1985).

A Cambéua (Notarius grandicassis) possui corpo amarelo-amarronzado, esbranquicado
ventralmente, e é encontrada em regibes estuarinas demersais, em profundidades de 1 a 20 m
com fundos lodosos de aguas salobras. Se reproduz no periodo entre 0s meses de maio e junho
(TAYLOR & MENEZES, 1978).

A Piramutaba (Branchyplatystoma vaillantii) € um peixe de couro, de dgua doce, € a
Unica espécie do género que forma grandes cardumes, podendo ser capturada em enormes
quantidades ao longo da calha do Solim6es/Amazonas e no estuario nas proximidades da Baia
do Marajé. E um peixe muito bem aceito pelo consumidor pelo sabor agradavel e qualidade
nutricional satisfatéria (LUNDBERG & LITTMANN, 2003).

O Xaréu (Caranx hippos) é uma espécie marinha que vive em regides neriticas e
pelagicas. De aguas tropicais, alguns adultos também ascendem estuarios e rios de aguas
salobras e lodosas. Tém habitos alimentares carnivoros, com base em peixes, crustaceos e
invertebrados planctdnicos. Esses peixes se agrupam em cardumes junto a costa, geralmente
em profundidades de até 350 m (LUQUE & ALVES, 2001).

Variagfes ambientais como o volume de chuvas, temperatura da adgua e salinidade
influenciam diretamente a composic¢ao do muasculo do pescado, mais acentuadamente o teor de
lipidios. A quantidade de lipidios também se altera conforme fatores intrinsecos (espécie, sexo,

idade e dieta) e métodos de manipulacéo e conservacdo. Sendo assim, a qualidade do peixe €
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resultado de uma gama de variaveis que interferem sobre ele desde 0 momento em que estd em
seu ecossistema até chegar ao consumidor (GONCALVES, 2011; CHAIJAN, 2011).

Os efeitos benéficos do consumo de peixes a salde humana tém atraido a atencéo de
académicos, no entanto a vida de prateleira desses produtos € limitada usualmente por
deterioracdo microbioldgica e/ou quimica. Para preservar esses produtos sdo empregadas
diversas técnicas, como refrigeracdo, congelamento, defumacdo e salga (HASSOUN &
KAROUI, 2016).

3.2 Peixe salgado

O Brasil é um dos principais consumidores mundiais de peixe salgado e seco (LIMA &
SANT’ANA, 2011). No entanto, mesmo sendo um processo de facil emprego, a salga praticada
na regido Amazoénica € empirica, ndo havendo técnica ou principios higiénico-sanitarios bem
definidos, o que dificulta a producgéo de produtos de boa qualidade (LOURENCO et al., 2001,
NUNES et al., 2012).

A qualidade desses produtos se associa a da matéria-prima, método de captura, método
de salga e variacOes de temperatura e umidade no transporte e comercializagdo (BRASIL, 2007;
FAN et al., 2014). Lourengo et al. (2002) e Nunes et al. (2012) descrevem a salga realizada na
regido Amazénica: geralmente ainda na embarcacdo, 0s peixes capturados sdo eviscerados e
espalmados, submetidos ao método de salga mista, sendo comum também a salga tardia de
peixes que ndo foram comercializados frescos, sem haver critérios de higiene estabelecidos,

tampouco critérios tecnol6gicos.

De acordo com o Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de peixe salgado e
peixe salgado seco do MAPA, peixe salgado é definido como

"o produto elaborado com peixe limpo, eviscerado, com ou sem cabeca e convenientemente tratado
pelo sal (cloreto de sédio), com nivel de saturacdo de 100%, com ou sem aditivos, ndo podendo
conter mais de 50% de umidade para as espécies consideradas gordas, tolerando-se 5% a mais de

umidade para as espécies consideradas magras" (BRASIL, 2000).

A salga tem por funcao diminuir a atividade de &gua do pescado, ou seja, menos agua
fica livre no masculo para favorecer reagdes enzimaticas e crescimento microbiano (YANAR
et al., 2006), devido ao aumento da concentracdo de sal promover interagdes proteina-proteina
e provocar diminuicdo entre interacfes proteina-agua (JITTINANDANA et al., 2002). Esse
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método apresenta a vantagem de ser eficiente e ter baixo custo, quando comparado a outros
métodos de conservacdo (NATES et al., 2014). No entanto, peixes sdo inclinados a oxidacéao
lipidica durante a estocagem, por terem alto conteldo de acidos graxos poli-insaturados, e isso
afeta a coloracdo, flavour, textura e, sobretudo, o seu valor nutricional (KARPINZKA-
TYMOSZCZYC, 2014). A salga pode induzir a oxidacdo lipidica quando hé alta concentracdo
de NaCl, e os produtos entdo gerados podem interagir com as proteinas, formando radicais
proteicos que reagem para formar agregados (CHAIJAN, 2011). A absorcéo do sal pelo peixe
depende de diversos fatores, incluindo espécie, tipo do musculo, espessura do filé, peso,
composicgdo, estado fisiologico, proporcdo entre peixe e sal, temperatura e método de salga
(GALLART-JORNET et al., 2007).

Métodos de salga sdo aplicados artesanalmente e também em escala industrial, por trés
formas dispares: salga seca, salga itmida e salga mista (BASTOS, 1988). Na seca, 0s peixes sdo
empilhados, intercalando camadas de peixe e sal, e a salmoura formada na perda de umidade
pelos peixes é drenada. Na salga mista advém o mesmo processo, todavia permite-se que o
pescado se mantenha imerso na salmoura formada. Finamente, na salga imida os peixes ficam
submersos em salmoura saturada previamente preparada (BASTOS, 1988; LINS, 2011;
CHAIJAN, 2011).

Quanto a concentracao de sal, ha uma uniformidade nas concentrac6es indicadas pela
literatura, de niveis entre 20 e 25% de NaCl em relacdo ao peso dos peixes a serem salgados
(TANASUPAWAT et al., 2009; CHAIJAN, 2011; THORARINSDOTTIR et al., 2011a; LIN
etal., 2012; NATES et al., 2014). Quando muito alta a concentracdo de NaCl, o sal pode suscitar
a desnaturacdo de proteinas e fomentar ligacdes proteina-proteina mais fortes, contracdo do
musculo e desidratacdo (JITTINANDANA et al., 2002; THORARINSDOTTIR et al, 2011b;
FAN et al., 2014).

Mantendo-se fixas as varidveis concentracdo de NaCl, temperatura e granulometria do
sal, a salga seca em relacdo a tmida promove mais rapidamente a absorcao de sal pelo masculo
e a queda de pH, bem como o alcance de um valor mais baixo de pH e aumento mais
pronunciado na oxidacéo lipidica e descoloracdo (CHAIJAN, 2011). Na salga tmida ha maior
solubilizacdo de proteinas (que migram para a salmoura) e a atividade enzimética € reduzida
(NGUYEN et al., 2011). Alem disso, peixes salgados em fase de rigor mortis perdem menos
peso do que em estado de autolisis; musculos mais espessos e ricos em lipidios demoram mais
a atingir o equilibrio osmético; e em maior umidade relativa e em maior temperatura 0 processo
de salga é mais rapido (BASTOS, 1988).
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Com relacdo a granulometria, particulas menores de NaCl permitem absor¢do mais
rapida e grandes particulas podem lesar o0 musculo e, além disso, ha os aspectos nutricionais:
quantidades muito elevadas de NaCl se associam ao desenvolvimento de doencas coronarianas
pelo consumidor, o que instiga o aprimoramento dos métodos de conservacgdo, por exemplo
com o emprego de KCI em substituicdo de 50% do NaCl (ARMENTEROS et al., 2009). Uma
alternativa é a salga com quantidade reduzida de NaCl, seguida de complementacéo por outros
métodos de conservacao, como defumacéo ou secagem (BASTOS, 1988; CASTRO, 2009).

Diferentes métodos podem ser empregados em conjunto com a salga e, como o peixe
fresco apresenta elevado teor de umidade, atividade de agua e conteudo de nutrientes, esses
mecanismos de conservacdo complementares devem ser eficientes como barreiras a
deterioracdo por questdes oxidativas, microbioldgicas e enzimaticas (YANAR et al., 2006;
CHAIJAN, 2011; FAN et al., 2014, HASSOUN & KAROUI, 2016).

Em relacdo as questdes oxidativas, a oxidacdo lipidica é uma causa comum da
deterioracdo de alimentos e leva a desagregacdo dos ingredientes nutritivos, alteracdes do
paladar, aroma e cor, o desenvolvimento de metabolitos toxicos e uma diminuigdo na vida Util
dos alimentos. Est4 associada a doagao de elétrons de uma substancia a outra, e € promovida na
presenca de oxigénio e metais, favorecendo a producdo de radicais livres e, portanto, de
alteracdes sensoriais e formacdo de perdxidos. Quanto mais insaturada a molécula de acido
graxo, maior a probabilidade de oxidagdo (BLASZCZYK et al., 2013 IKUTEGBE & SIKOKI,
2014).

Quanto a acdo microbiana, € importante analisar o produto desde os momentos
anteriores a salga, pois a decomposicdo de peixes na fase de pos-mortem é favorecida pela
auséncia de defesas naturais contra a penetracdo de micro-organismos na carne, o0 que existia
enquanto masculo. Dependendo da microbiota, podem ocorrer processos de oxidacdo ou
reducdo aerdbia e anaerdbia, e 0s principais produtos da decomposicdo sdo substancias
inorganicas, hidrogénio, CO,, amoniaco, compostos sulfurados, acidos graxos de cadeia curta,
acidos aromaticos, bases organicas, monoaminas ciclicas e diaminas (SOARES &
GONCALVES, 2012).

A decomposicdo ocasionada por acdo enzimatica, por sua vez, esta relacionada aos
primeiros momentos apos o abate do peixe, as fases de pré-rigor, rigor mortis e pés-rigor, com
enzimas que partem dos sucos digestivos e tecidos do proprio animal (VIEIRA, 2004;
LANDGRAF, 2008; GONCALVES, 2011; SOARES & GONCALVES, 2012). Observa-se no
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peixe apds a salga que a agdo enzimatica continua presente, e que os diferentes mecanismos de
deterioracdo estdo interligados, pois enzimas proteoliticas associadas a deterioracdo de peixes
salgados sdo em parte produzidas por micro-organismos: bactérias que produzem
descarboxilases (GLORIA, 2005; SILVA, 2008). Sendo assim, o bindmio tempo x temperatura
se revela como elemento de destaque para a protegéo contra a deterioracéo, pois a velocidade
com que ocorrem as reacdes de oxidacao, autoliticas e microbianas depende do tempo que o
peixe demora a ser eviscerado e submetido ao processo de conservacdo, bem como das

condicdes em que isso ocorre (VIEIRA, 2004).

3.3 Micro-organismos associados a deterioracdo de peixes salgados

Dentre 0s micro-organismos existentes no peixe salgado, ha bactérias halofilicas
provenientes do sal e também aquelas oriundas do ambiente a que o peixe esteve exposto, do
manipulador e até mesmo da flora do animal antes do abate (MOHAMED et al., 2009; SILVA
et al., 2011). Nesse sentido, sabe-se que os peixes de &guas tropicais tendem a ter uma
microbiota mais rica em bactérias mesofilas e gram-positivas, enquanto os de agua fria abrigam
maior quantidade de bactérias gram-negativas (GONCALVES, 2011).

Chamam-se halofilicos os micro-organismos que necessitam de concentra¢do de sal
maior que a da 4gua do mar para se desenvolverem, sendo consideradas bactérias halofilicas
moderadas aquelas que requerem em torno de 5 a 10 % de sal e extremas as que necessitam de
concentracdo de 15 a 30 % (YEANNES et al., 2011). A presenca dessas bactérias pode causar
no peixe salgado o aparecimento da coloracdo avermelhada (BASTOS, 1988; YEANNES et
al., 2006).

Observa-se que o uso de sal como mecanismo redutor da atividade de agua do produto
ndo o mantém livre de micro-organismos, sendo observado crescimento de bactérias halofilicas
mesmo em peixes com atividade de agua menor que 0,6 (LOURENCO et al., 2011). Inclusive
bactérias que ndo sdo do grupo das halofilicas e halotolerantes podem ser encontradas em
produtos salgados, pela limitagdo do efeito do sal e também por cuidados insatisfatorios na

higienizacdo de utensilios e superficies de contato (NATES et al., 2014).

Um fator de destaque quando se estudam micro-organismos em peixes é a preocupacao
com a formacdo de aminas biogénicas, compostos nitrogenados formados principalmente

devido as atividades de descarboxilacdo de aminoacidos por determinados micro-organismos
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(HUNGERFORD, 2010). Esses compostos estdo associados a intoxica¢des alimentares (com
énfase na histamina) e deterioracéo dos produtos (MAH et al., 2002; SILVA et al., 2011).

Géneros de bactérias envolvidos na producdo de uma ou mais aminas sdo Bacillus,
Citrobacter, Clostridium, Klebsiella, Escherichia, Proteus, Pseudomonas, Shigella,
Photobacterium e bactérias acido-lacticas (Lactobacillus, Pediococcus, e Streptococcus)
(MOHAMED et al., 2009). O género Enterobacteriaceae se associa a producéo de histamina,
tiramina, putrescina e cadaverina (MARINO et al., 2000). Enfatizando os géneros de
comportamento halotolerante ha Staphylococcus spp., Vibrio spp. e Pseudomonas spp.,
identificadas como formadoras de histamina em produtos de pesca salgados (LIN et al., 2012).

Micro-organismos relacionados a producdo de histamina em produtos de pesca séo
Staphyloccocus spp, Vibrio spp, Bacillus spp, Morganella morganii, Klebsiella planticola,
Enterobacter aerogenes, Enterobacter doacae, Bacillus megaterium, Bacillus coagulans,
Shigella, Proteus, Pseudomonas cepaciae, Hafnia alvei e bactérias acido-laticas (GLORIA,
2005, TSAI et al., 2006; KUNG et al., 2008; MOHAMED et al., 2009; BJORNSDOTTIR et
al., 2009, LIN et al., 2012).

Sabe-se que o comportamento dos micro-organismos é dependente de fatores externos,
como a presenca de outras espécies de micro-organismos e componentes presentes nas matrizes.
Segundo Turan et al. (2017), quorum sensing € descrito como a expressdo de fendtipos por
micro-organismos quando alcancam uma densidade populacional elevada. As células séo
capazes de enviar sinais entre si na forma de moléculas especificas para regular fatores como
densidade celular, simbiose, viruléncia, motilidade, esporulacdo, resisténcia a antibidticos,
bioluminescéncia, produgdo de proteases e formacdo de biofilmes, entre outras (MEDINA-
MARTINEZ et al., 2006; JAHID et al., 2015; TURAN et al., 2017).

No entanto, compostos presentes nos substratos podem interferir na producéo de sinais
pelas bactérias, de forma a inibi-los ou potencializa-los, sendo o NaCl um exemplo, ainda que
essas relagcbes ainda sdo pouco entendidas quando se trata de alimentos (MEDINA-
MARTINEZ et al., 2006; JAHID et al., 2015). Quorum sensing é descrito para muitas bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas presentes em pescado, entre elas Enterobacter,
Pseudomonas, Serratia, Aeromonas, Edwardsiella e Vibrio (GRAM & DALGAARD, 2002;
MOROHOSHI et al., 2004; MEDINA-MARTINEZ et al., 2006; JAHID et al., 2015).
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3.4 Aminas bioativas

Aminas bioativas sdo bases organicas alifaticas, aliciclicas ou heterociclicas derivadas
da amdnia, em que um, dois ou trés &tomos de hidrogénio foram substituidos por grupos alquila
ou arila para gerar aminas. Formadas em processos metabdlicos em animais, vegetais e micro-

organismos, podem ser encontradas também em alimentos (GLORIA, 2005).

Dentre as aminas bioativas presentes em alimentos putrescina, cadaverina, espermidina,
espermina e agmatina tém estrutura alifatica, histamina, serotonina e triptamina tém estrutura
heterociclica e tiramina e feniletilamina tém estrutura aroméatica (MOHAMED et al., 2009),
conforme a Figura 1. De acordo com os grupos aminicos, podem ser divididas em monoaminas
(tiramina e fenilalanina) diaminas (histamina, serotonina, triptamina, putrescina e cadaverina)
e poliaminas (agmatina, espermina e espermidina) (GLORIA, 2005; GIROTTO et al., 2010).

Figura 1. Estrutura quimica de algumas aminas.
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Fonte: Silva, 2008.

Outra forma de classificagéo das aminas bioativas, conforme a funcdo que exercem, as
separa em poliaminas (que modulam o crescimento ao serem atuantes na manutengdo do
metabolismo celular) e em aminas biogénicas (que tém funcbes vasoativas e neuroativas)

(BARDOCZ, 1995).
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A respeito das vias biossintéticas, as aminas podem ser naturais (formadas a partir de
uma molécula simples, conforme sdo requeridas, como espermina e espermidina), ou formadas
por reacOes de descarboxilacdo, hidrolise de compostos nitrogenados ou decomposicéo térmica
(como histamina, serotonina, tiramina, feniletilamina, triptamina, putrescina, cadaverina e
agmatina) (BARDOCZ, 1995; SHALABY, 1996; GLORIA, 2005; HUNGERFORD, 2010). O

mecanismo mais comum, de descarboxilagdo de aminoécidos, se apresenta na Figura 2.

Figura 2. Formacdo de amina por descarboxilagcdo de aminocido.

?OOH
R-CH-NH, ——% R-CH,-NH, + CO,

Fonte: Gléria, 2005.

A histamina se destaca devido a associagdo com intoxicacdes alimentares, cujos
principais sintomas sdo inflamacbes da face e pesco¢o, mas também nausea, desconforto
respiratorio, suor, palpitacbes, dor de cabeca, sensacdo de queima oral, hipo e hipertenséo
(MAH et al., 2002; SILVA et al., 2011). Altos niveis de histamina em alimentos podem ter
importantes efeitos vasoativos em humanos, e sua toxicidade é devida a acdo da amina em
receptores de superficie presentes nas células-alvo, na membrana celular, conhecidos por
receptores histaminicos H1, H2, H3 e H4 (LEHANE & OLLEY, 2000; RAI et al., 2009). O
tempo para o inicio da intoxicacdo por histamina apds a ingestdo do peixe varia de minutos a 3

horas, quando a concentragdo € maior que 500 mg/kg de peixe (SILVA, 2011).

Pode ocorrer intoxicacdo alimentar quando a atividade de metabolizacdo das aminas no
corpo humano é saturada, devido a ingestdo de doses elevadas ou a diminui¢do da atividade
metabdlica na presenca de inibidores especificos (MAH et al., 2002). No Brasil, a Portaria 185
de 13 de maio de 1997 do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento permite um
nivel maximo de histamina de 100 ppm no masculo nas espécies de peixes pertencentes as
familias Scombridae, Scombresocidae, Clupeidae, Coryyphaenidae, Pomatomidae (BRASIL,
1997a; BRASIL, 2000). Nos Estados Unidos, o limite permitido € de 50 mg/kg em peixes
escombrideos (US FDA, 2011).

Apesar do teor méximo de histamina permitido ser preconizado na legislagdo, EFSA

(2011) indicam que a quantidade méxima de histamina por refeicdo por pessoa sem causar
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efeitos adversos pode variar de 25 a 50 mg, considerando-se pessoas saudaveis, enquanto que
para individuos intolerantes, ndo deve atingir o limite detectavel nas anélises. Além disso a
presenca de outras aminas no mesmo produto pode ter papel potencializador da toxicidade.
Cadaverina e putrescina potencializam a toxicidade da histamina e sua presenca pode explicar
casos em que peixes deteriorados se apresentam mais toxicos que a mesma quantidade de
histamina quando ingerida isolada, pois inibem as enzimas diamina oxidase e histamina-N-
metiltransferase, que metabolizam a histamina no intestino humano (MAH et al., 2002;
CACCIOPPOLI et al., 2006). Cadaverina, espermidina e espermina sao relacionadas também
a compostos carcinogénicos, pois podem reagir com nitrito e ocasionar a producdo de
nitrosamina (MAH et al., 2002).

A tiramina pode causar a vasoconstri¢cdo periférica, elevacdo da glicose sanguinea e
liberacdo de noradrenalina (McCABE-SELLERS et al., 2006; LADERO et al., 2010), a
triptamina estimula a liberacdo de catecolaminas no cérebro e no coracdo (GLORIA, 2005), e
a feniletilamina é neuromoduladora de catecolaminas (ZHOU et al., 2001). Devido a essas
funcBes neuro e vasoativas, estdo relacionadas a casos de dores de cabeca e enxaquecas
(COSTA & GLORIA, 2003).

Essas aminas tém ainda a caracteristica termorresistente (LIMA & GLORIA, 1999). Ao
contrario de muitos patégenos bacterianos, as aminas biogénicas ndo sdo destruidas com
cozimento, sendo necessario atender os requisitos de temperatura ao longo de todas as fases de
producdo para evitar que os compostos sejam formados (PARK et al., 2010).

A histamina e as demais aminas biogénicas ndo estdo presentes no peixe no momento
da captura, e trés condi¢Ges devem ser atendidas para que haja sua formagdo e acumulaco:
deve haver aminoécidos precursores em abundancia no musculo, 0s micro-organismos que
produzem enzimas descarboxilase também devem estar presentes, e o0 binbmio tempo x
temperatura deve colaborar com a producdo e acumulo das aminas biogénicas no peixe
(CHANG et al., 2008).

Para a sintese de aminas biogénicas, as condi¢des do ambiente devem ser favoraveis a
acao microbiana, como temperatura, pH, tensdo de oxigénio, presenca de vitaminas, coenzimas
e de carboidratos fermentaveis. Em pH de 2,5 a 6,5, estimula-se a produgéo de aminas pelo
mecanismo de protecdo da bactéria, pois estas sdo prejudicadas por pH muito baixos e
sintetizam enzimas descarboxilases. As enzimas, por sua vez, sdo mais ativas em temperaturas

menores que 30 °C, sendo inativadas acima de 40 °C, e tém atividade dependente do micro-
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organismo entre 0 e 10 °C (GLORIA, 2005; SILVA, 2008). A reacdo que representa a
descarboxilacdo da histidina, formando histamina, se apresenta na Figura 3.

Figura 3. Descarboxilagdo da histidina.
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Fonte: Ramos-Jiménez et al., 2009.

O composto piridoxal-fosfato, derivado da piridina e associado ao grupo da Vitamina
Bs, funciona como coenzima para enzimas que catalisam reaces envolvendo amino&cidos,
como transaminacdo, desaminacdo, descarboxilacdo e condensacdo (HARVEY & FERRIER,
2012). No caso da formacdo da histamina, a reacdo mais comumente observada € a
descarboxilacdo da histidina com a atuacdo da enzima histidina descarboxilase e da coenzima
piridoxal-fosfato, formando também di6xido de carbono (CO2) (RAMOS-JIMENEZ et al.,
2009; HARVEY & FERRIER, 2012).

A composicdo de aminoacidos de certos alimentos ndo varia largamente, porém a
composicdo de aminodcidos livres se altera consideravelmente apds o0 processamento e
armazenamento, além de ser dependente da época da captura do peixe e alimentacdo antes da
captura (MOHAMED et al., 2009; LIN et al., 2012). Peixes escombroides se relacionam
frequentemente a ocorréncias de intoxicacdo por histamina quando ndo processados e
armazenados adequadamente, justamente por apresentarem elevadas quantidades de histidina
livre no masculo (LEHANE & OLLEY, 2000). Peixes de outras familias também apresentam
histidina no musculo (SOUZA et al., 2013), porém menos estudos sobre essas espécies sdo

observados.
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Da mesma forma, a producdo de outras aminas depende da concentracdo dos respectivos
aminoacidos precursores livres. E importante ressaltar que espermina e espermidina se
classificam como naturais, pois sdo formadas partindo de uma molécula mais simples conforme
sdo requeridas (LEHANE & OLLEY, 2000). Essas e outras vias metabdlicas para a formacao

dessas aminas s&o apresentadas na Figura 4.

Figura 4. Vias metabolicas de formacédo de aminas bioativas
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Fonte: Silva, 2008.

3.5 Métodos de determinagdo de aminas bioativas em peixes

A Instrugdo Normativa 25 de 2 de junho de 2011 (BRASIL, 2011) descreve a analise de
aminas bioativas por derivatizacdo prée-coluna com cloreto de dansila, separagéo e deteccéo por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), ou HPLC. Este método também é exigido pela

Unido Europeia para exportadores de pescado fresco e é mais seletivo e sensivel que outros
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métodos de separacdo de aminas, e permite a separacdo e quantificacdo simultanea (SILVA,
2008).

Para determinacdo de aminas em peixe por HPLC, inicia-se pela extracdo, seguindo com
a derivacdo, a separagdo e a detecgdo (OLIVEIRA et al., 2004). Os métodos indicados pela
Unido Europeia para exportadores de pescado fresco saio MALLE et al. (1996) e DUFLOS et
al. (1999). Visando praticar uma metodologia mais rapida de analise de aminas biogénicas, ha
métodos que se mostram pertinentes e mais efetivos, com reducdo no tempo de manipulacéo
das amostras e no efeito de matriz, maior seletividade, precisao e exatiddo na faixa de trabalho
interessante para amostras de peixes (SILVA et al., 2011; FAN et al., 2014)

Iniciados pela extracdo, os métodos indicados pela legislacdo da Unido Europeia e do
Brasil utilizam acido perclorico como extrator (MALLE et al., 1996; DUFLOS et al.,1999;
BRASIL, 2011), porém ele possui potencial explosivo, entdo a extragdo pode ser feita usando
agua, solventes organicos (para extrair aminas livres) ou reagentes acidos (para extrair aminas
ligadas a outros componentes da matriz) (SILVA, 2008). Para extracdo de aminas biogénicas
em peixes, 0 &cido tricloroacético (TCA) 5% ¢é o mais indicado, por ser simples, ndo explosivo
e agir rapidamente (OLIVEIRA et al., 2004).

Apo0s a extracdo das aminas das matrizes, a derivacdo € necessaria devido ao fato de
estarem presentes no pescado geralmente em baixas concentragcBes. Além disso, tém como
caracteristicas a baixa volatilidade e a falta de cromoforos: como a maioria delas ndo apresenta
absorcéo no ultravioleta (UV) e fluorescéncia, a derivacdo permite o aumento da absorbancia

e, por consequéncia, a diminuicdo do limite de deteccdo (SILVA, 2008).

Malle et al. (1996) e Duflos et al. (1999), indicados pela legislacdo da Unido Europeia,
assim como Brasil (2011b), usam como reagente de derivacdo o cloreto de 5-
dimetilaminonaftaleno sulfonila (dansil). O dansil reage com aminas primérias e secundarias, é
estavel e permite a deteccdo em ultravioleta ou por detector de fluorescéncia, assim como o
benzoil (ONAL, 2007). Por outro lado, o dansil forma derivativos sensiveis a luz e tem reagéo
demorada (TAHMOUZI et al., 2011), enquanto o o-phtalaldeido (OPA) reage facilmente com
aminas primarias apos 30 segundos em presenca de agente redutor (Nacetilcisteina ou 2-

mercaptoetanol), mas o derivado ndo é muito estavel (ONAL, 2007).

A maioria dos métodos faz uso de deteccdo fluorimétrica com derivacdo pré ou pds-
coluna. A derivacdo pré-coluna & fonte de perdas na recuperacdo, pois had manipulagéo
excessiva da amostra, com possibilidade de erros (OLIVERA et al., 2004). Nesse sentido, a
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derivacdo pos-coluna é recomendada por ser curto e padronizado o periodo de tempo entre a
formagdo do complexo e a deteccdo. Nesse metodo, 0 OPA € o reagente mais utilizado, devido
a grande seletividade para aminas (ONAL, 2007; SILVA, 2008). Independentemente da
derivacdo ser realizada pré ou pos-coluna, ela é geralmente indicada, assim como o uso de
HPLC com coluna de fase reversa para separacao de histamina e outras aminas, que tem sido
vista como uma técnica bastante adequada (OLIVEIRA et al., 2004; SILVA et al., 2011).

Colunas de fase reversa C18 permitem a separacdo em sistema isocratico ou com
gradiente de eluicdo, podendo nesse caso usar agua, metanol, acetato de amonia e acetonitrila
(CHANG et al., 1985; BRASIL, 2011, IKONIK et al., 2013; FAN et al., 2014).

A boa definicdo dos picos de um cromatograma é determinada também pelo método de
deteccdo usado. Detectores ultravioleta (UV), de arranjo de diodos (DAD), de fluorescéncia e
espectrofuorimétrico se mostraram satisfatorios, por vezes mesmo sem a derivacdo da amostra,
selecionando-se 0s comprimentos de onda conforme o agente derivante empregado
(CINQUINA et al., 2004; OLIVEIRA et al., 2004; SILVA et al., 2011; BRASIL, 2011; LIN et
al., 2012; FAN et al., 2014). No entanto, Silva (2008) afirma que o detector de fluorescéncia é

mais sensivel para o caso de aminas biogénicas.

Para calibracdo do detector, SILVA (2008) e Brasil (2011b) propdem o uso de solugéo
padrdo de cada amina a 1,0 g/L em HCI 0,1 mol/L, fazendo diversas dilui¢fes neste acido até
se obterem todas as concentracOes desejadas para a curva de calibracdo, sendo interessantes 10

solucdes com concentracdes de 120 a 0,1 pg/mL.

3.6 Auvaliagdo das praticas de manipulacdo no local de comercializacdo

Os micro-organismos associados a atividade de descarboxilacdo de aminoécidos podem
estar presentes na flora natural do alimento ou ser introduzidos durante os processos de
manipulacdo, producdo e estocagem. Apesar de algumas bactérias estarem relacionadas ao
habitat do animal, as mas préticas de conservacado e higiene sdo as principais responsaveis pela
contaminacéo pés-captura (LEHANE & OLLEY, 2000; IKUTEGBE & SIKOKI, 2014).

A pesca artesanal envolve a exploracao dos recursos por técnicas relativamente simples,
e geralmente a comercializagdo ocorre através de parcerias informais com contatos de
intermediarios em mercados regionais (ISAAC et al., 2015). No Pard, a comercializagdo de

grande volume desses produtos se da no Mercado Ver-0-Peso.
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Para avaliar a qualidade de um produto, além de sua inspecdo, é necessaria a
investigacdo do ambiente a que esta exposto, bem como dos processos aos quais foi submetido.
Geralmente essas condicGes sdo avaliadas e controladas por programas de garantia da
qualidade, como as Boas Praticas de Fabricagdo e Manipulacdo e os Procedimentos
Operacionais Padronizados (POP) (PEREIRA et al., 2014). As Boas Praticas propdem um
padrdo de higiene em todo o processo de producédo do alimento, composto pela potabilidade da
agua, higiene das superficies de contato com o produto, prevencdo de contaminacdo cruzada,
higiene pessoal, saude dos manipuladores, protecdo contra adulteracdo do produto,
identificacdo e estocagem adequada de produtos de higienizacao e controle integrado de pragas.
Os POP fornecem a descricdo detalnada dos procedimentos a serem executados
(NASCIMENTO-NETO, 2003; SANTOS-JUNIOR, 2011).

A melhor ferramenta para identificar os perigos e propor um método de controle para
esses casos é a Andlise de Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC) e este instrumento
usa como pré-requisitos as Boas Praticas e POP (LINS, 2011). N&o ha legislacdo especifica
para feiras, que exija 0 cumprimento desses programas de garantia da qualidade, no entanto as
Portarias 326 de 30 de Julho de 1997, da Secretaria de Vigilancia Sanitaria do Ministério da
Saude (BRASIL, 1997b), e a RDC 275 de 21 de Outubro de 2002, da ANVISA (BRASIL,
2002) fornecem bom embasamento acerca das necessidades de adequacdo referentes as
condicdes higiénico-sanitarias e de boas praticas de fabricagdo para estabelecimentos

produtores e/ou industrializadores de alimentos.

Os produtos comercializados em feiras geralmente se encontram dispostos sobre mesas
e ndo recebem coberturas, 0 que o0s expde a poeira, pragas e contamina¢es por manipulacao
de vendedores e consumidores; e frequentemente se misturam num mesmo aparato produtos de
diferentes origens ou peixes mais novos e antigos (IKUTEGBE & SIKOKI, 2014). Nota-se
dificuldade por parte do comerciante em se adequar, devido a falta de suporte técnico quanto a
legislacdo, pela baixa escolaridade dos envolvidos, por conflitos entre opinides de pescadores
e resisténcia ao uso de instrumentos adequados na manipulacdo, sendo necessaria maior
negociagao politica e juridica para criar ferramentas de supervisdo. Além disso, os saberes-
fazeres e a rotina criada pelos trabalhadores frequentemente se sobrepdem as técnicas
aprendidas em treinamentos oferecidos por parceiros como universidades e 6rgaos publicos
(ZUIN et al., 2013; ANDRADE, SCHIAVETTI, 2015).

Apesar da maior exigéncia do consumidor por produtos de melhor qualidade e do

aumento significativo nos esforcos para limitar a extenséo de infecgdes bacterianas de origem
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alimentar nos Gltimos anos (com a aplicacdo de normas de higiene de maneira mais rigorosa),
0 numero de infec¢des permanece alto em todo o mundo (ROHDE, 2015). Em locais em que
as especificacdes propostas pelos sistemas de garantia da qualidade ndo sdo documentadas, o
risco de consumidores serem atingidos por esse tipo de infec¢es se mantém fora de controle,
dificultando praticar agdes preventivas. Dentre essas doencas causadas por bactérias, a
intoxicacdo por histamina pode representar alto risco, ja que mesmo em elevadas concentragdes
de sal se observa o crescimento de bactérias associadas a producdo de aminas biogénicas (MAH
etal., 2002; MOHAMED et al., 2009; LIN et al., 2012; FAN et al., 2014).

Além disso, com as crescentes recomendacdes para 0 aumento do consumo de peixes
na dieta humana devido aos seus beneficios a salde, € esperado que a intoxicacdo por histamina
venha a ter um papel maior na salde publica e se torne um problema global, uma vez que os
métodos inadequados de captura, processamento e distribuicdo de produtos pesqueiros séo
recorrentes (SILVA, 2011).
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4 METODOLOGIA

O presente estudo foi desenvolvido usando-se trés espécies de peixes comercializadas
salgadas, piramutaba (Branchyplatystoma vaillantii), pescada g6 (Macrodon ancylon) e
cambeéua (Notarius grandicassis), € uma espécie comercializada fresca, xaréu (Caranx hippos).

Todos os peixes foram adquiridos no mercado do Ver-o-peso, em Belém, Para.

4.1 Avaliacdo de peixes salgados comercializados no mercado Ver-0-peso

4.1.1 Coleta de amostras de peixes salgados

Peixes salgados de trés espécies foram adquiridos: piramutaba (Branchyplatystoma
vaillantii), pescada g6 (Macrodon ancylon) e cambéua (Notarius grandicassis). Foram
realizadas quatro coletas entre Julho e Setembro de 2016. Em cada coleta foram adquiridos 15
peixes, sendo 5 de cada espécie, e usaram-se 0s mesmos procedimentos para todos os lotes
coletados. Os peixes salgados foram coletados em forma de mantas, ou seja, filés espalmados
salgados, com o uso de luvas e embalagens plasticas estéreis, acondicionados em caixas
isotérmicas e transportados até o Laborat6rio de Microbiologia da Faculdade de Engenharia de
Alimentos da Universidade Federal do Para (UFPA).

No laboratorio, as amostras foram divididas em trés partes, sendo a primeira utilizada
para realizacdo das analises microbioldgicas, a segunda para as analises fisico-quimicas e a

terceira foi mantida congelada a -18 °C até o momento da quantificacdo de aminas bioativas.

4.1.2 Anédlise das condi¢des de manipulacdo e armazenamento de peixes comercializados
salgados
Ao decorrer das quatro coletas de peixes salgados, avaliaram-se as condi¢des em que
esses produtos sdo comercializados no mercado do Ver-o-Peso. Para tanto, construiu-se um
check-list baseado na Portaria n° 326, de 30 de julho de 1997, da Secretaria de Vigilancia
Sanitaria (BRASIL, 1997b) e na Resolugdo RDC n° 275, de 21 de outubro de 2002, da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (BRASIL, 2002). O check-list se apresenta no Apéndice 1.
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Para avaliacdo dos resultados, cada uma das unidades de inspecdo avaliadas representou 10%

da pontuacéo final, que variou de 0 a 100%.

4.1.3 Anélises microbioldgicas

Cada amostra analisada foi formada por cinco unidades de peixes de mesma especie.
Para tanto, na camara de fluxo laminar e com uso de luvas e faca estéril, foram retirados 5
pedacos cubicos de cada peixe, com aproximadamente 1 cm de lado, com o objetivo de totalizar
25 g de amostra ao final da filetagem de todos os cinco peixes. A retirada desses cubos se deu
de forma que os cinco pedacgos sempre fossem retirados de regides distintas do peixe espalmado
e, entre a filetagem de peixes de espécies distintas, foram trocadas as luvas e a faca, sanitizando-

se também a bancada com alcool 70 %.

A cada amostra de 25 g separada, foram adicionados 225 mL de agua peptonada (0,1
%), seguindo-se de homogeneizacdo em stomacher (Logen modelo LS1901N) em velocidade
alta por 60 segundos e plagueamento, nas diluicdes adequadas, para andlise de bactérias
mesofilas aerdbias, halofilicas, psicrotréficos e estafilococos, bem como contagem de

coliformes termotolerantes. Todas as analises foram realizadas em triplicata.

4.1.3.1 Contagem de bactérias mesofilas

Usou-se a técnica de plagueamento em profundidade em Plate Count Agar (PCA) e as
placas foram incubadas em estufa a 36 °C por 48 horas (BRASIL, 2003).

4.1.3.2 Contagem de bactérias mesofilas halofilicas

A contagem de bactérias mesofilas halofilicas foi feita por plaqueamento em superficie
em agar halofilico com concentracgo de 25% NaCl (HiMedia, Mumbai, india), com incubac&o

a 36 °C por 12 dias, conforme as instrucoes do fabricante.

4.1.3.3. Contagem total de bactérias psicrotréficas
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Para a contagem de psicrotréficos foi feito o plagueamento em superficie em PCA,
seguido de incubacdo a 7 °C por 10 dias (BRASIL, 2003).

4.1.3.4 Contagem de coliformes termotolerantes

Foi usada a técnica do nimero mais provavel (NMP), com inoculacdo em caldo Lauril
Sulfato de Sodio (LST) e incubacdo a 37 °C por 48 horas. As amostras positivas foram repicadas
para tubos contendo caldo EC (Escherichia coli) e estes foram incubados em banho-maria a 45
+ 0,5 °C por 24 horas (BRASIL, 2003).

4.1.3.5 Contagem de estafilococos

Para contagem de estafilococos foi usado o kit 3M 6446 - Staph Express (3M, St. Paul,
USA) conforme as recomendagdes do fabricante, com incubacéo das placas a 36 °C por 24 h,
A placa contém um meio de cultura pronto para amostragem e é seletivo e diferencial para
Staphylococcus aureus, mas também pode indicar Staphylococcus hyicus ou Staphylococcus

intermedius (conforme instrucdes de uso do produto), todas coagulase-positivas.

4.1.3.6 Isolamento de bactérias halofilicas

Apos a contagem de bactérias halofilicas, foram separadas as placas de agar halofilico
onde houve formacdo de coldnias na quantidade entre 25 e 50, nimero que permitia a retirada
de colbnias com uma al¢a de platina sem contaminagdo com as demais. As col6nias foram
isoladas com a retirada de uma coldnia aleatéria da placa de agar halofilico com uma alc¢a de
platina e técnica de estriamento no PCA. As placas de PCA com colénias isoladas foram
incubadas por 24 horas a 36 °C, seguidas de repicagem para uma nova placa e incubacao nas

condigdes anteriores.

Das placas do segundo isolamento, preparou-se um tubo de caldo nutriente e um tubo
de caldo BHI (Brain Heart Infusion) por placa e, com uma alca, retirou-se uma colénia bem

isolada de cada placa e colocou-se em cada um dos tubos. Os tubos foram incubados em estufa
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a 36 °C por 24 a 48 horas, até haver turvacdo. Apos esse periodo, observou-se, pela turbidez,

em qual caldo cada uma das bactérias se desenvolveu melhor.

O melhor caldo para cada bactéria foi selecionado e 1,5 mL da solucéo de cada tubo foi
transferido a um eppendorf estéril e colocado em centrifuga (Spinlab modelo SL-5GR) a 9.000
rpm e 25 °C por 7 min, descartando-se o sobrenadante e adicionando-se 1,5 mL do caldo
selecionado acrescido de glicerol (10%), colocando no vortex (Global Trade modelo XH-B) até
0 desprendimento da coldnia e, em seguida, congelando-se para analises posteriores. As
bactérias halofilicas das placas do segundo isolamento em PCA passaram pela analise de

coloracdo de Gram e as laminas foram observadas ao microscépio (Zeiss Axio Scope A.1, 40

X).

4.1.4 Analises fisico-quimicas

A atividade de agua das amostras foi determinada em triplicata, pelo equipamento
Acqualab (Decagon modelo 4TEV), conforme as recomendacdes do fabricante. O teor de
cloreto foi medido em triplicata por medidor digital (Sekisui modelo SS-31A), apos trituracédo
de 5 g de amostra e dissolucdo em 45 mL de agua destilada, usando-se solucdes de 5 e 10 %
NaCl para calibragéo, conforme as recomendagdes do fabricante.

Com relacdo as analises de composicdo centesimal, o teor de umidade foi determinado
por secagem de amostras de 3 g em estufa a 105 °C, até peso constante, de acordo com o método
932.12 da AOAC (1997), em triplicata. O teor de lipidios foi determinado pelo método de
Soxhlet, usando-se 3 g de amostra, de acordo com o método 922.06 da AOAC (1997), em
triplicata. Para determinacdo do teor de proteinas totais foi usado o método de Kjeldahl,
conforme 1AL (2008), usando amostras de 3 g, em triplicata, e o fator 6,25. A determinacéo do
teor de residuo mineral (cinzas) foi feita por incineragdo em mufla a 550 °C, usando amostras
de 3 g, em triplicata (AOAC, 1997).

4.1.5 Determinagdo de aminas bioativas

As porcOes de amostras separadas para a quantificagdo das aminas bioativas se
mantiveram congeladas a -18 °C e foram encaminhadas em embalagens isotérmicas ao

Laboratdrio da Faculdade de Farméacia da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). No
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local, as analises ocorreram conforme a metodologia descrita por Silva et al. (2011). Ap6s o
descongelamento, foram pesadas 5 g de amostras, sendo posteriormente, adicionados 7 mL de
acido tricloroacético (TCA) 5% e seguiu-se a homogeneizacdo em agitador tipo voértex
(Biomatic, Brasil) por 70 segundos. O extrato foi separado em centrifuga (Jouan Thermo
MR23i) com velocidade de 11250 x g a 0 °C durante 3 minutos. Filtrou-se o sobrenadante em
papel Whatman n° 1 e, a partir da etapa de adicdo de TCA, repetiu-se o procedimento duas
vezes, combinando-se os filtrados e recolhendo-os em baldo volumétrico com volume ajustado
em 25 mL.

O extrato foi filtrado em membrana HAWP em éster de celulose com 13 mm de
didametro e tamanho do poro de 0,45 um (Millipore Corp., Milford) e injetado em cromatdgrafo
(por cromatografia liquida de alta eficiéncia) com pareamento de ions em coluna de fase
reversa, derivatizacdo pos-coluna com o-ftalaldeido e quantificacdo por espectrofluorimetria.
As fases moveis usadas foram acetonitrila (fase A) e solugdo-tampdo acetato de sodio-
octanossulfonato de sddio (fase B). O equipamento usado na cromatografia era composto de
trés bombas com conjunto de lavagem automatica do pistdo (duas de modelo LC-10 AD e uma
LC-10 ADvp, acoplada a uma camara de mistura); injetor automatico (modelo SIL-10 ADvp);
detector espectrofluorimétrico (modelo RF-10AXL) com comprimento de onda de excitacéo de
340 nm e emissdo em 445 nm; unidade de controle (CBM-20 A) conectada a um
microcomputador; coluna de fase reversa (uBondapak C18, 3,9 x 300 mm, 10 um) e pré-coluna
puBondapak (Waters, Milford). A derivagdo ocorreu em cdmara de mistura ap6s a saida da
coluna, em tubo de teflon de 2 m de comprimento, que conectava a camara ao detector de

fluorescéncia.

Para identificacdo das aminas compararam-se 0s tempos de retencdo dos picos dos
cromatogramas observados para as amostras com o0s picos gerados anteriormente para solugdes-
padrdo de aminas em HCI. Para quantificar as aminas fez-se interpolacdo em curva analitica

externa, usando-se o fator de correc¢do correspondente a cada amina.

4.2 Estudo da relacdo da quantidade de sal empregada na salga mista com pardmetros

microbioldgicos e produgdo de aminas biogénicas

Apo0s a avaliacdo dos peixes salgados anteriormente descrita, foi realizada uma coleta

de 12 peixes frescos da espécie Caranx hippos, conhecida popularmente como xaréu. A espécie


http://www.fishbase.org/Summary/SpeciesSummary.php?ID=71&AT=xareu
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foi escolhida por ser facilmente encontrada salgada e também fresca. Os xaréus foram
submetidos a seis tratamentos distintos, em que se variaram a concentracdo de sal empregada
na salga e a inoculagdo de diferentes grupos de bactérias. A Figura 5 apresenta o fluxograma

praticado para a salga e inoculacéo das bactérias halofilicas nos peixes.

Figura 5. Procedimentos de inoculagdo de bactérias em xaréus, salga e andlises.

——! Xaréus frescos filetados )—\I/

h

.. . Inoculagio de bactérias
Inoculagdo de bactérias Inoculagdo de bactérias . iy
iy . Gram-positivas e Gram-
Gram-positivas Gram-negativas ,
negatvas

Salga com Salga com| | Salga com Salga com| | Salga com Salga com
15% Na(Cl 25% NaCl| |15% NaCl 25% NaCl| |15% NaCl 25% NaCl

W W
Contagem total de bactérias, andlises de atividade de dgua, umidade, teor de cloreto e

quantificacio de aminas biogénicas

4.2.1 Coleta

Foram feitas duas coletas no més de Novembro/2016, também no mercado Ver-o0-Peso,
envolvendo 6 xaréus frescos por coleta. Para tanto, usaram-se luvas descartaveis e embalagens
estéreis, da mesma forma descrita para as coletas de peixes salgados, no item 4.1.1. Os peixes
foram acondicionados em embalagens isotérmicas e transportados até o Laboratorio de
Produtos de Origem Animal (LAPOA-UFPA).

4.2.2 Preparo das amostras

Os peixes tiveram as cabecas retiradas e foram eviscerados com o0 uso de luvas e facas
estéreis, sendo cortados na regido ventral e espalmados em bancada de inox previamente
sanitizada com alcool 70 %. Ap0s esse procedimento, os peixes foram cortados com faca para

reducdo do tamanho dos filés até um tamanho de aproximadamente 10 x 15 cm, com altura de
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0,8 cm. Foram entdo expostos a luz ultravioleta durante 15 minutos, para reducdo da carga

microbiana.

4.2.3 Preparo do inoculo

Para o preparo do inoculo, todas as bactérias isoladas de peixes salgados (conforme
descrito no item 4.1.3.6) foram ativadas em caldo nutriente ou BHI a 36 °C por 24 h. Em
sequida, foram repicadas para tubos contendo 0 mesmo meio e novamente incubadas a 36 °C
por 24 h.

Decorrida a ativacao, as bactérias foram agrupadas em trés tubos: um contendo um pool
de bactérias Gram-positivas, outro com Gram-negativas e um terceiro contendo ambos os tipos,

em mesma proporgao.

A partir de cada um dos tubos, foram realizadas dilui¢cdes seriadas de forma a chegar a
um contetdo final de 200 mL de &gua destilada contendo 10° UFC/mL, comprovado

previamente por plaqueamento em profundidade em PCA a 36 °C por 48 h.

4.2.4 Inoculagdo de bactérias

Os filés foram divididos em trés grupos e em cada grupo foi feita a inoculacdo de
bactérias usando-se um dos trés inoculos preparados. A inoculacdo foi realizada com o
mergulho dos filés de xaréu no in6culo, mantendo os filés durante 60 segundos na solucéo,

virando-0s na metade do tempo, um a um. Apds a inoculacédo, todos os peixes foram salgados.

4.2.5 Salga e secagem

O sal usado na salga foi o NaCl (1 kg de sal refinado + 1 kg de sal grosso).
Considerando-se as pesagens dos files de peixe de cada tratamento, realizadas antes da
inoculacdo, pesaram-se as quantidades de NaCl necessérias para a salga, com o objetivo de
obter uma salga a 15% (p/p), que foi a média aproximada da concentracdo de sal encontrada

nos peixes salgados comercializados do Ver-o-Peso.

Para isso, os filés, ja com as bactérias inoculadas, foram empilhados intercalando-se

camadas de peixes e de sal. Os recipientes foram cobertos com filme de PVC, e acondicionados
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em estufa incubadora (Novatecnica modelo NT 705) a temperatura de 25 °C. Da mesma forma,
fez-se a salga usando-se 25% de NaCl (p/p), valor médio sobre o qual h& um consenso na
literatura quanto ao teor de sal a ser adicionado na salga de peixes (THORARINSDOTTIR et
al., 2011a; THORARINSDOTTIR et al., 2011b; LIN et al., 2012; NATES et al., 2014).

Passadas 48 horas, os peixes foram secos em secador de bandeja (tipo leito fixo), com
fluxo de ar perpendicular a amostra. A temperatura do agente secante (ar) foi mantida a
temperatura de 50 °C e a velocidade do fluxo de ar foi de 1,5 m/s. As amostras foram mantidas
nessas condi¢des por um periodo de 3 horas. Ap0Os essa etapa as amostras foram novamente
acondicionadas a 25 °C em estufa incubadora (Novatecnica modelo NT 705, Brasil). Nestas

condicdes as amostras foram mantidas por um periodo de 8 dias.

4.2.6 Anélises microbioldgicas

Logo apo6s a inoculagdo (chamado “tempo zero”), foram coletadas amostras de 25 g de
filés de cada tratamento, usando-se 0 mesmo método descrito no item 4.1.3. Usaram-se sempre
dois peixes de cada grupo para a contagem total de bactérias em PCA, com plaqueamento em
profundidade e incubacdo a 36 °C por 48 horas. As analises foram realizadas em triplicata e se

repetiram apos 24 horas, 48 horas, 6 dias e 10 dias.

4.2.7 Andlise de aminas bioativas

A analise de aminas foi efetuada conforme a metodologia descrita por Silva et al. (2011)
e efetuada da mesma forma que a praticada para os peixes salgados (descrita no item 4.1.5).
Essas andlises foram também realizadas na Faculdade de Farméacia na Universidade Federal de
Minas Gerais (UFMG), para os tratamentos em tempo zero, ap6s 24 horas, 48 horas, 6 dias e
10 dias.

4.2.8 Analises fisico-quimicas

A atividade de agua, umidade e teor de cloreto das amostras foram medidos conforme
0s itens apresentados na secdo 4.1.4, considerando as amostras em tempo zero, apés 24 horas,
48 horas, 6 dias e 10 dias.



40

4.3 Andlise estatistica

Apos a obtencdo de todos os resultados, os dados foram estudados estatisticamente. Para
identificar diferencas significativas entre os valores médios encontrados em cada analise fisico-
quimica e microbioldgica foi feita a analise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey, usando-
se 0 software STATISTICA 7.0 (Statsoft Inc., Tulsa, OK, USA) ao nivel de 5% de
probabilidade. Para avaliagdo dos dados de aminas bioativas na primeira fase do estudo foi feita

a comparacao de medianas.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Analise dos peixes salgados adquiridos no mercado Ver-o0-Peso

5.1.1 Condic¢bes de manipulacdo e armazenamento

A anélise realizada com o apoio de check-list indicou diversas falhas tanto em aspectos
estruturais como na higiene dos produtos, dos manipuladores e do ambiente. Na primeira coleta,
o check-list indicou 57% de adequacdo, na segunda 46%, na terceira 55% e na Ultima 49%. Os
resultados para cada item inspecionado sdo apresentados por coleta na Figura 6 e discutidos

separadamente em cada um dos topicos seguintes.

Figura 6. Porcentagem de adequacdo das condi¢Bes de manipulacdo dos peixes salgados no

complexo do Ver-0-Peso.
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5.1.1.1 Condigdes ambientais

Tratando-se da estrutura, pode-se dizer que o piso e as paredes eram de materiais lisos,

impermedveis e de cor clara. Estavam bem conservados, porém o teto ndo era impermeavel e a
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ventilagdo era natural, o que facilita a contaminacao dos produtos. Além disso, a fiagdo elétrica
estava exposta em alguns pontos e as luminarias ndo possuiam protecdo contra queda ou
explosdo, facilitando a ocorréncia de acidentes. E importante mencionar ainda que
equipamentos pablicos, como sanitarios, bebedouros com agua potavel e coletores de residuos
solidos ndo estavam disponiveis para feirantes e tampouco consumidores, proporcionando

maior risco de contaminagé&o.

Sendo assim, nota-se a necessidade de instalacdo de mecanismos de ventilacéo artificial
em sentido que evite a contaminacdo dos peixes salgados com sujidades da area externa e
manutencdo na rede elétrica, para embutir a fiacdo e instalar luminarias adequadas, de modo
gue nao representem risco de acidentes. A falta de sanitarios e bebedouros revela ainda que ndo
apenas o mercado de peixe salgado, mas o complexo do Ver-0-Peso como um todo necessitam

de adequacdes para garantir higiene e conforto aos trabalhadores.

5.1.1.2 Mdveis, equipamentos e utensilios

Analisando-se as bancadas e utensilios, percebe-se que eram de material higienizavel e
estavam em bom estado de conservacgdo, no entanto ndo havia um local adequado para os
utensilios serem higienizados. Do mesmo modo, nem mesmo a quantidade de utensilios era
pertinente, especialmente de basquetas plasticas para acomodacdo de peixes salgados, cuja
auséncia motivou o uso de caixas de papeldo e sacos de cereais reutilizados em contato com 0s

produtos.

A indisponibilidade de utensilios em quantidade suficiente para o desenvolvimento das
atividades constitui risco de contamina¢do, uma vez gque acarreta o uso de um mesmo utensilio
para produtos diferentes concomitantemente e também a substituicdo desses materiais

higienizaveis por materiais reaproveitados.

5.1.1.3 Material de higiene

N&o havia local adequado para armazenamento de material de higiene e os materiais
disponiveis eram inadequados e estavam em mau estado de conservacdo. O detergente usado
na higiene de bancadas e utensilios era 0 mesmo usado na lavagem das méaos dos colaboradores

e ndo havia produtos para desinfec¢do do ambiente apds a limpeza.
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Nem mesmo o lavatério de méos disponivel aos manipuladores era adequado, pois nao
possuia acionamento automatico e o material disponivel para higienizacdo de méos era apenas
detergente liquido. Os manipuladores secavam as maos nas proprias roupas quando faziam uso
do lavatorio. Solucdes para adequar a area do lavatorio seriam a implementacdo de um
mecanismo de acionamento automatico para abertura da torneira, colocacdo de dispensers

adequados de sabonete liquido, papel toalha e &lcool, bem como lixeira com abertura por pedal.

5.1.1.4 Controle de pragas

O mercado esta localizado num lugar onde se encontram cdes, gatos, roedores, aves e

insetos e esses animais possuem livre circulacao.

O local néo colaborava com um possivel controle de pragas, pois ndo havia telas, iscas
ou outros mecanismos que pudessem impedir a entrada de animais domésticos, roedores ou
insetos. Além disso, os produtos comercializados exalavam odores atraentes a esses animais e
mesmo as lixeiras disponiveis no local ndo possuiam tampas para evitar que 0s animais fossem

atraidos também pelos residuos de alimentos no lixo.

Sendo assim, seria conveniente a instalagcdo de barreiras mais eficientes contra esses
problemas, como a colocacao de iscas com cola para roedores e insetos, telas, dedetizacdo e
outros procedimentos para controle de pragas permitidos a estabelecimentos que produzem e

comercializam alimentos.

5.1.1.5 Higiene de manipuladores

O estudo observou que os manipuladores ndo acatam integralmente a padronizacdo de
vestimentas. Em todas as coletas apenas um dos manipuladores vestia uniforme (boné, avental
e botas de borracha). A maioria usava sandalias, ndo tinha protecédo contra queda cabelos nos
produtos (boné ou touca descartavel) e falhavam quanto ao asseio e higiene pessoais, bem como

no cuidado com a manipulacdo do pescado.

Os manipuladores de alimentos possuem um papel importante na disseminacdo de
micro-organismos, por essa razdo deve haver uma pessoa exclusiva para a manipulagdo de
dinheiro e uso de celulares. O estudo observou que os manipuladores falham quanto esse

quesito, proporcionando assim maior risco de contaminacdo, pois retiravam os produtos das
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basquetas para venda com as proprias maos, as mesmas com que manipulavam dinheiro e
celulares, sem efetuar higienizacdo entre essas atividades. A Figura 7 mostra como um dos

manipuladores estava trajado no momento da primeira coleta.

Figura 7. Vestimentas de um dos manipuladores no mercado Ver-o-Peso.

A realizacdo de treinamentos periddicos em boas praticas de manipulacdo poderia
colaborar com melhorias nas vestimentas, higiene e conduta dos colaboradores, assim como o
controle periddico de satde permitiria reduzir os riscos de contaminagdo e também avaliar as

necessidades dos colaboradores quanto a ergonomia no local de trabalho.

5.1.1.6 Embalagens

Ainda observando a Figura 7, nota-se que o colaborador tinha em méos uma embalagem
reaproveitada para uso dos consumidores. Os produtos comercializados, ap0ds retirados das
basquetas pelos manipuladores, eram postos em embalagens plasticas reaproveitadas, como
sacos de cereais ou sacolas de supermercados, e algumas vezes colocavam-se duas ou mais
espécies de peixes numa mesma embalagem, proporcionando maior risco de contaminagao

cruzada.

Além do fato das embalagens serem reaproveitadas, ndo havia um local adequado para

seu armazenamento até o uso, e por vezes os colaboradores saiam do local de comercializacéo
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dos peixes salgados para pedir embalagens a vendedores de outros produtos no mercado. Dessa
forma, percorriam locais onde expunham suas vestimentas e as embalagens a contaminantes da

area externa, como poeira, por exemplo.

A fim de evitar esse tipo de impurezas, 0 uso de embalagens apropriadas (pléasticas e
ndo reaproveitadas) e seu armazenamento em local livre de residuos e sujidades viabilizaria a

comercializacdo de um produto de melhor qualidade, do ponto de vista sanitario.

5.1.1.7 Condigdes de limpeza

Apenas na primeira avaliagdo, durante a primeira coleta de peixes salgados, foi
observado um ambiente limpo, com bancadas, pisos, paredes e ralos limpos. Nas demais notou-
se que 0 piso e as paredes estavam sujos. Acumulados nos ralos havia pedacos de peixes
salgados e sujidades trazidas da area externa. Teias de aranha na fiacdo elétrica foram
observadas em todas as avaliagdes, elevando o possivel risco de contaminacao.

O ambiente € bastante proximo ao local onde barcos sdo atracados para descarga de
produtos de pesca e também muito proximo a rua e ndo ha mecanismos de que impegam a
entrada de impurezas da area externa. Dessa forma, é fundamental desenvolver procedimentos
mais ajustados para higienizacdo do ambiente, com o uso de produtos de limpeza apropriados.
Até mesmo a instalacdo de cortinas de ar poderia proporcionar melhores condicGes de limpeza,

dificultando a entrada de poeira, insetos, fumaca e odores da rua.

5.1.1.8 Recebimento dos peixes salgados

No desembarque e recebimento dos peixes no local de comercializacao, os produtos séo
expostos as condi¢Bes ambientais, chuva, sol e poeira, e ndo ha verificagdo para uma possivel
decisdo sobre aceita-los ou ndo para venda com elementos de inspecéo pré-definidos, como
observacgdo de temperatura, coloracdo e inspecdo da embarcacdo. Portanto ndo ha registros.
Assim, quando o consumidor adquire uma mercadoria, é impossivel saber de qual embarcacao
foi recebida, se passou por processos adequados de salga e ha quanto tempo o peixe esta

armazenado.

Questionando-se colaboradores do mercado, percebeu-se que, ainda nas embarcagdes

pesqueiras, o tratamento dado ao pescado ndo é padronizado. N&o ha locais especificos para
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armazenamento de peixes que serdo salgados ou comercializados frescos, os peixes capturados
primeiro por vezes sdo compactados devido aos mais recentes serem colocados por cima, e isso
gera produtos de menor qualidade, que sdo recebidos e comercializados da mesma forma. Por
vezes, para peixes frescos que ndo sdo mais atraentes ao consumidor observa-se também a salga
tardia. A salga mista realizada nas embarcacfes ndo é padronizada e os manipuladores
adicionam a quantidade de sal que visualmente julgam adequada. Além disso, apds a serem
eviscerados, espalmados e salgados, por vezes 0s peixes sdo expostos ao sol e vento, o que ndo
apenas 0s expdem a agentes contaminantes, mas também promove secagem de forma irregular

e 0s mantém expostos a temperaturas elevadas.

5.1.1.9 Armazenamento dos produtos

Em todas as avaliacbes observou-se que as camaras frigorificas estavam em boas
condigBes de funcionamento e limpeza, no entanto a forma de armazenamento dos peixes
salgados estava incorreta, tanto para os peixes armazenados em temperatura de refrigeracao

como para aqueles expostos para venda.

Figura 8. Produtos suscetiveis a contaminacao

Em ambos os casos o risco de contaminacdo era alto, pois as basquetas plésticas por

vezes acondicionavam duas ou mais espécies de uma so vez; algumas dispostas diretamente
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sobre o piso, e colocavam-se umas sobre as outras para empilhar. Isso também pode ser

observado nas Figuras 7 e 8.

5.1.1.10 Comercializagéo

O estudo observou gque a maioria das amostras de pescado estava exposta ao ambiente
(sem vitrine), sujeita ao contato com insetos e sujidades, dentre outras fontes de contaminacao.
Durante a comercializacdo, os consumidores podiam avaliar os produtos com as préprias méaos,
mesmo sem lava-las, e ndo havia, em nenhuma das quatro avaliagdes, qualquer espécie de
cobertura nas basquetas que impedisse o contato direto com o consumidor, poeira ou pragas.
Outro problema constatado foi o fracionamento do pescado, efetuado de forma precéria, pois
ndo ha area especifica para tal atividade. Tampouco foi verificada identificacdo de preco ou

espécie, como apresentam as Figuras 8 e 9.

Figura 9. Produtos expostos para venda sem cobertura e identificacdo

Apesar do volume disponivel para comercializagao ser condizente a quantidade vendida,
ndo h& avaliacdo periodica de caracteristicas sensoriais para descarte de produtos avariados.
Essa dificuldade em se adequar a padrdes existe quando se tratam de produtos artesanais ou que
ndo possuem legislacdo especifica, como € o caso de feiras, ou ainda quando ndo ha

fiscalizacéo.
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A caréncia em apoio técnico mesmo quando hé legislacdo a ser seguida € um problema
agravado pela baixa escolaridade dos colaboradores, e a rotina criada por eles geralmente é
priorizada em relacdo a possiveis técnicas aprendidas em capacitacdes cedidas por 6rgdos
publicos e parceiros (ZUIN et al., 2013; ANDRADE & SCHIAVETTI, 2015).

Além disso, o treinamento de colaboradores € um gargalo subestimado e deve ser
priorizado: o responsavel pela embarcacao pesqueira necessita de capacitacdo para treinar seus
funcionarios e desenvolver os procedimentos levando em consideragdo a garantia da qualidade,
sendo que as instalagcbes também devem assegurar as condi¢Ges de higiene necessarias
(QUANG, 2005).

Esses resultados advertem a necessidade de treinamento dos envolvidos na producéo e
comercializacdo dos produtos em questdo, pois isso ndo apenas impactaria em melhorias nos
aspectos higiénico-sanitarios dos produtos, mas também na salde dos colaboradores,
organizacdo do ambiente de trabalho e possivelmente até mesmo no volume de vendas dessas

mercadorias.

5.1.2 Analises fisico-quimicas dos peixes salgados

Os resultados das analises das propriedades fisico-quimicas de peixes salgados

comercializados no mercado Ver-0-Peso sdo apresentados na Tabela 1.

O Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de Peixe Salgado e Peixe Salgado
Seco (BRASIL, 2000) estabelece o valor minimo de 10% para o teor de cloreto. Segundo 0s
resultados obtidos, todas as amostras avaliadas atingiram esse valor, porém houve diferencas
significativas (p<0,05) entre algumas das médias de teor de cloreto em cambéuas e piramutabas.
Essas discrepancias se revelam como consequéncia do método empirico de salga, que néo fixa
um padrdo na quantidade de NaCl adicionada aos peixes com relacdo ao seu peso inicial, pois
nas embarcagOes 0s pescadores acrescentam a quantidade de sal que visualmente julgam

adequada.

Os resultados para residuos minerais (cinzas) em peixes salgados sofrem influéncia da
quantidade de sal adicionada ao pescado: a metodologia de analise alcanga temperaturas até
550 °C e 0 NaCl ndo se decompde até esta temperatura, portanto o teor de cinzas é sempre maior

que o teor de sal da amostra (SANT’ANA, 2003). Dessa maneira, a grande variagdo encontrada
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para os teores de cinzas (de 15,55 + 0,12 a 25,71 + 0,80%) ocorreu por conta da divergéncia

dos teores de sal empregados (teores de cloreto entre 14,0 £ 1,0 e 23,3 + 1,7%).

Tabela 1.Teores de cloreto, cinzas, umidade e atividade de &gua em cambéuas, pescadas go e

piramutabas salgadas coletadas no Complexo do Ver-o0-Peso

Espécie  Coleta Teor de cloreto (%) Cinzas (%) Umidade (%) Aw
1 17,4 £ 1,078 19,81 +0,774 51,9+ 7528 0,75*
2 14,3+ 2,378 16,49 + 1,148 61,6 +0,64* 0,747
Cambéua
3 18,3+ 2,77 19,89 + 0,194 46,7 + 4,168 0,754
4 14,0 + 1,08 17,02 + 0,60"8 53,6 £ 4,92”8 (0,754
1 16,7 £ 0,77 18,61 + 0,134 484+ 1,16 0,747
) 2 18,0 +1,3» 20,73 £ 0,328 38,8 + 1,908 0,747
Pescada go
3 16,7 £ 2,52 19,72 + 1,588 57,4+3,94¢ 0,754
4 16,7+ 1,77 17,01 + 0,44° 50,9 + 1,24°¢ 0,747
1 18,6 + 1,378 20,66 + 0,76" 458 + 752~ 0,754
_ 2 15,0 + 3,3* 15,55 + 0,128 51,3+0,08% 0,74*
Piramutaba
23,3+1,78 25,71 + 0,80° 50,6 + 1,094 0,744
4 22,3+2094B 2281 +1,70" 58,3+ 3,794 0,74A

*Resultados expressos como média + desvio padréo; as letras diferentes (A, B e C) em uma mesma coluna para
uma mesma espécie indicam uma diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) entre as médias; para os teores
de atividade de agua, os desvios padrdo sdo menores que 0,01.

Além disso, a absorcdo de sal provoca a desnaturacdo de proteinas e, por consequéncia,
a perda de agua, devido a reducdo da capacidade de retencdo de dgua pela carne. Sendo assim,
disparidades nos teores de umidade e atividade de agua também estdo relacionadas ao conteido

de sal empregado na salga.

O regulamento mencionado (BRASIL, 2001) trata também do teor maximo de umidade
permitido para peixes salgados, que é de 50%, com tolerancia de 5% para espécies consideradas
magras. Dentre as espécies estudadas, os resultados encontrados para a composicao de proteinas
e lipidios em base imida se apresentam na Tabela 2, que indica também a classifica¢do de cada

espécie quanto ao teor de gordura, segundo Ackman (1999).
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Tabela 2. Composicdo de proteinas e lipidios em base Umida em cambéuas, pescadas gé e
piramutabas salgadas coletadas no Complexo do Ver-o-Peso.

Espécie Proteinas (%) Lipidios (%) Classificagdo®
Cambéua 16,30 + 2,234 10,46 + 2,71* Gordo
Pescada go 25,04 + 2,208 7,68 +2,2378 Moderadamente gordo
Piramutaba 24,25 + 3,328 5,25 + 2,408 Moderadamente gordo

1Classificacdo segundo Ackman (1999);
* Resultados expressos como média + desvio padrdo; n=3; as letras diferentes (A e B) em uma mesma coluna
indicam uma diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) entre as médias.

Cambéua se classifica como um peixe gordo (mais de 8 % de gordura) e pescada go e
piramutaba peixes moderadamente gordos (teor de lipidios entre 4 e 8 %) (ACKMAN, 1999).
Como nenhuma das espécies € magra, os resultados esperados para umidade ndo deveriam
ultrapassar 50%, porém metade das amostras se apresentaram inadequadas em relacdo a
umidade. Isso ndo se deve apenas ao fato das amplas variagbes na quantidade de NaCl
empregado, que nem sempre foram suficientes para a reducdo da umidade aos niveis esperados,
mas também pelas praticas inadequadas de armazenamento, uma vez que 0s produtos se

mantém expostos ao ambiente.

A atividade de agua se manteve entre 0,74 e 0,75 para todas as amostras, ndo havendo
diferenca significativa (p<0,05). Valores de atividade de agua entre 0,61 e 0,86 foram
reportados em outros estudos para peixes salgados (LIMA & SANT’ANA, 2011; LIN et al.,
2012; SCANO et al., 2013; KUNG et al., 2015), uma faixa que abrange os valores encontrados
para as espécies aqui estudadas. Apesar de ndo ser um parametro de qualidade para peixes
salgados, espera-se como valor maximo de atividade de &gua 0,75, para dificultar atividades
microbiologicas e enzimaticas (LIMA & SANT’ANA, 2011).

Os resultados apontaram ainda que nem sempre maiores teores de sal estdo relacionados
a menores umidades. A concentracdo de sal, tamanho do musculo e o tempo de salga atuam
sobre a solubilidade e desnaturagdo das proteinas, assim como o teor de lipidios e a
conformacdo das cadeias de proteinas intervém na reducgdo da umidade e da atividade de 4gua
(GALLART-JORNET et al., 2007; FAN et al., 2014). Segundo Nguyen et al. (2011) e Chaijan
(2011), o fendmeno de salting-in se relaciona a solubilizacdo de proteinas miofibrilares e
sarcoplasmaticas, e 0s espacos interfibrilares se tornam mais largos devido ao efeito de protecédo
eletrostatica de ions do sal ligados a partes de filamentos carregadas; mas com o0 processo de

agregacdo, segue-se o fendbmeno de salting-out. Sendo assim, ndo apenas a falta de
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padronizacdo na quantidade de NaCl empregada e no tempo de salga afetam a perda de agua,

mas também as caracteristicas intrinsecas a cada espécie.

5.1.3 Andlises microbioldgicas

Os resultados das analises microbioldgicas sdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Avaliacdo microbiologica de cambéuas, pescadas go e piramutabas salgadas

provenientes do Complexo do Ver-o-Peso.

Mesofilos Bactérias Bactérias Coliformes )
o . ) o ) - Estafilococos
Espécie  Coleta aerdbios totais  halofilicas  psicrotréficas termotolerantes
(log UFC/g)
(log UFC/g) (log UFC/g)  (log UFC/g) (log NMP/qg)
1 4,62 £0,03* 4,58 £ 0,02* <1A <0,50% 2,69 £ 0,274
2 5,34 £ 0,018 <1B 3,52 £ 0,068 <0,50% 4,39 + 0,038
Cambéua
3 514+0,05° 4,92+0,01° 4,08+0,01¢ 0,568 4,03 £ 0,018
4 581+0,00° 4,91+0,06 4,37 +£0,04° 0,87¢ 3,60 £ 0,04¢
1 4,64 £0,05  4,44+0,03* 3,38+0,08" <0,50% 4,02 £0,03*
; 2 4,71+0,05" 2,07 +1,388 <18 <0,50* 3,28 £ 0,038
Pescada g6
3 3,93+0,23%8  3,87+0,03* 3,29 +0,29" 0,968 3,61 £ 0,05¢
4 4,46 +0,024  4,08+0,02* 4,16 +0,02¢ 1,46 3,64 £ 0,04¢
1 491+0,12" 4,44+0,03* 3,30%0,13* <0,50* 3,04 £ 0,04*
) 2 4,46 + 0,018 <1® 3,77 £0,108 <0,50* 2,70 £ 0,058
Piramutaba
3 541+0,01° 513+0,06° 3,30+0,01* 1,188 4,48 +0,01¢
4 6,32+0,06° 6,09+0,01° 4,22+0,08° 2,18 4,55 +0,01¢

*Resultados expressos como média + desvio padrao; as letras maitsculas diferentes (A, B, C e D) em uma mesma
coluna para uma mesma espécie de peixe indicam uma diferenca estatisticamente significativa (teste de Tukey,
p<0,05) entre as médias.

As médias nas contagens de bactérias mesofilas variaram de 3,93 £ 0,23 a 6,32 + 0,06
log UFC/g. Os resultados estdo de acordo com os dados coletados por outros autores em feiras
de paises variados, de 4,0 a 8,0 log UFC/g em peixes salgados e peixes salgados secos (Karagam
et al., 2002; Pacquit et al., 2007; Kung et al., 2008; Fan et al., 2014; Ikutegbe & Sikoki, 2014;
Kung et al., 2015).
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De acordo com Huss (1999) e ICMSF (2005), os alimentos cuja contagem total de
bactérias ultrapassa o limite de 7 log UFC/g podem ser considerados inaceitaveis para consumo,

no entanto todas as amostras analisadas se mantiveram dentro desse limite.

Sabe-se que as contagens de bactérias aumentam mais rapidamente quando ha abuso
nas condicdes de temperatura (KARACAM et al., 2002; PACQUIT et al., 2007) e, como no
mercado Ver-0-Peso 0s peixes se mantém armazenados por tempo indeterminado até que sejam
vendidos (conforme mencionado por um colaborador), é possivel que 0s peixes com maior
contagem de micro-organismos tenham sido estocados por mais tempo, em maiores

temperaturas, ou que tenham sido expostos a piores condi¢des de manipulacéo e estocagem.

Quanto as bactérias halofilicas, as contagens variaram de <1 a 6,09 + 0,01 log UFC/qg,
assim como Karagam et al. (2002) observaram para anchovas. As maiores contagens se deram
nas piramutabas das coletas 3 e 4, que possuiam as maiores concentracdes de NaCl (em torno
de 22 e 23%), e as menores ocorreram nas cambéuas e piramutabas da coleta 2, que tinham os
menores teores (em torno de 14 e 15%).

Das coldnias de bactérias halofilicas isoladas, 88,2% eram Gram-positivas. As Gram-
negativas foram isoladas de pescada gé da coleta 4 e de piramutaba da coleta 3. A grande
guantidade de micro-organismos Gram-positivos em relagdo a Gram-negativos € coerente:
Rajan et al. (2010) reportam que 87,5% das bactérias isoladas em Sooliodon sp. salgado eram
Gram-positivas e 95,5% das provenientes de anchovas salgadas eram bastonetes Gram-
positivos. Em pirarucu salgado comercializado em Belém, Par4, Nunes et al. (2012) também

encontraram bacilos Gram-negativos e Gram-positivos.

Isso pode ser devido ao fato dos peixes analisados serem de &guas tropicais, pois a flora
microbiana do pescado de aguas tropicais é composta geralmente por maior quantidade de
bactérias Gram-positivas (GRAM, HUSS, 1996; GONCALVES, 2011; ICMSF, 2005),
enguanto os de dguas temperadas apresentam maior quantidade de Gram-negativas (LALITHA
& SURENDRAN, 2006; PANTAZI et al, 2008).

Por outro lado, Damasceno et al. (2015) reportam uma distribuigéo diferente ao analisar
a coloracdo de Gram de peixes amazdnicos frescos, dentre eles piramutaba, sendo apenas
58,33% das bactérias Gram-positivas. Nesse caso, a grande diferenga na proporgdo de Gram-
positivas em relacdo as Gram-negativas pode ser devida a presenca de NaCl no presente estudo.

Isso ocorre porque bactérias Gram-negativas sdo mais observadas em peixes frescos ou nos
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estagios iniciais da salga, sendo as Gram-positivas encontradas em maior quantidade nos
estagios apos a salga e secagem (NUNES et al., 2012).

As analises referentes a bactérias psicrotroficas sdo importantes devido a dois fatores:
algumas das bactérias conhecidas como produtoras de aminas (Vibrio fluvialis, Aeromonas e
Enterobacter cloacae) séo psicrotroficas e os peixes do mercado Ver-0-Peso, quando nédo séo
comercializados no dia do desembarque, se mantém sob temperatura de refrigeracdo em

camaras frias até serem vendidos, facilitando o desenvolvimento de psicrotoficos.

Observa-se que a contagem desses micro-organismos € menor que a de bactérias
mesofilas e halofilicas, pois 0 NaCl e a temperatura ambiente durante a comercializacéo
dificultam seu crescimento. Karacam et al. (2002) refor¢cam essa discussdo ao encontrar uma
média na ordem de 6 log UFC de bactérias psicrotréficas/g em anchovas mantidas em
temperatura de refrigeracdo e concentracéo de 14% de NaCl, enquanto que uma média na ordem
de 3 log UFC/g é observada em anchovas mantidas em mesma temperatura e concentracao de
22% de NaCl.

Sobre coliformes termotolerantes e estafilococos, a legislacdo para peixes salgados e/ou
secos fixa limites maximos aceitaveis de 10 coliformes a 45 °C/g e 5 x 10? estafilococos
coagulase positiva/g (BRASIL, 2001), ou seja, a maxima contagem de coliformes deveria ser 2
log NMP/g e de estafilococos 2,69 log UFC/g. Quanto aos coliformes termotolerantes, apenas
as amostras de piramutaba da coleta 4 ultrapassaram os limites permitidos, porém no caso dos
estafilococos, nenhum dos resultados se adequou aos padrdes previstos pela legislacdo, sendo

todos os peixes analisados impréprios para consumo humano.

Os micro-organismos em questdo tém como principal veiculo o manipulador, uma vez
que se hospedam geralmente nas fossas nasais, boca e pele (RIBEIRO et al., 2009). Em seu
estudo sobre pirarucu salgado seco na cidade de Belém, Nunes et al. (2012) concluiram que
25% das amostras analisadas foram contaminadas por coliformes termotolerantes. Nates et al.
(2014), por sua vez, explicam que a presenca de estafilococos em peixes salgados pode se
associar a limitacdo no efeito do sal como conservador, mas também & ineficacia na desinfeccao

de superficies de contato.

Os dados coletados confirmam a necessidade de adequagdes no processo de producao,
bem como nos locais de venda dos produtos, onde se mantém expostos ao ambiente externo e
vulnerdveis a contaminacdo pelos préprios consumidores. Mesmo que se identificassem

métodos adequados de manipulacdo e sanitizacdo de bancadas e utensilios durante o
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processamento e estocagem, a apresentacdo no ambiente de vendas ainda permitiria
contaminacgdo, pois as basquetas com peixes sdo colocadas diretamente sobre o piso, ndo ha

embalagem e o consumidor pode manipular os produtos deliberadamente.

5.1.4 Aminas bioativas

Os resultados encontrados para as aminas bioativas se apresentam na Tabela 4. Os dados
informam a faixa de variagdo das concentraces de cada amina analisada seguida da média e
mediana. Esses valores envolvem os dados obtidos para os peixes de todas as coletas. Em alguns
casos, 0s desvios padrdo foram maiores que as médias, reflexo da grande faixa de variacdo dos
resultados causada pela falta de padronizacéo na producdo e armazenamento dos peixes e as
diferentes condigdes a que foram submetidos. Isso é aceitdvel uma vez que os resultados séo
totalmente independentes entre si e 0 mesmo foi observado em outros estudos envolvendo
aminas biogénicas (TSAI et al., 2006; LIN et al., 2012). Sendo assim, como os resultados sdo
independentes e 0 uso de um teste paramétrico poderia gerar resultados duvidosos, optou-se
pela apresentacdo das medianas, como visto em Silva et al. (2011).

Tabela 4. Teor de aminas bioativas (mg/kg) em piramutabas, cambéuas e pescadas gé salgadas
provenientes do Complexo do Ver-o0-Peso.

Aminas Piramutaba Cambeua Pescada go

bioativas Variagdo  Mediana  Variagdo  Mediana  Variagao Mediana
TIM nd-2.3 1.35 nd-5.2 0.00 nd-7.9 3.01
PUT 3.2-134 9.48 nd-12.3 3.53 nd —32.8 3.15
CAD 4.3-31.7 15.43 2.3-313 1.57 nd — 165.7 7.19
HIM nd-4.9 4.13 nd—12.6 4.40 nd-8.1 2.73
SRT nd 0.00 nd 0.00 nd 0.00
AGM nd-3.1 1.88 nd-2.0 0.00 nd-2.4 0.00
EPD 22-31 2.27 nd-1.9 1.44 nd - 3.8 2.75
FEM nd 0.00 nd-3.5 0.00 nd-4.5 0.00
TRM nd 0.00 nd 0.00 nd-5.7 0.00

Ind = ndo detectado (<0,4 mg/kg);
"Medianas consideram nd=0 mg/kg; tiramina (TIM), putrescina (PUT), cadaverina (CAD), histamina (HIM),
serotonina (SRT), agmatina (AGM), espermidina (EPD), feniletilamina (FEM) e triptamina (TRM).
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Apesar das faixas de variacdo serem amplas, para cada amina observa-se que as
medianas indicam uma distribuicdo semelhante em todos as espécies analisadas, havendo
valores despreziveis para serotonina, feniletilamina e triptamina, teores baixos para tiramina,

agmatina e espermidina e maiores concentracfes de putrescina, cadaverina e histamina.

Estabelecer limites maximos de ingestdo de aminas € dificil por seus efeitos tdxicos
estarem associados a capacidade de detoxificacdo de cada organismo e presenca de compostos
moduladores, no entanto ja se fixaram limites maximos aceitaveis para a ingestdo de algumas
delas (LADERO et al., 2010).

Para a histamina ha os limites estipulados pelas legislacGes pertinentes: de todas as
amostras estudadas, 66% continham histamina, mas os teores encontrados nas diversas coletas
ndo atingem as concentracbes maximas permitidas pelas legislacdes brasileira e dos EUA
(BRASIL, 1997a; US FDA, 2001). Quanto aos valores estipulados por EFSA (2011), que
indicam a quantidade méaxima que pode ser ingerida sem que o individuo sofra efeitos adversos,
0s peixes podem representar fonte de risco a individuos intolerantes e causariam adversidades
em individuos saudaveis apenas com o consumo de peixe associado a outras fontes de aminas.
Os teores sdo proximos ou menores que os revelados por outros estudos (MAH et al., 2002;
KUNG et al., 2008; LIN et al., 2012; KUNG et al., 2015), que chegaram a detectar até 549

mg/kg de histamina em produtos semelhantes.

Quanto a tiramina, doses de 10 mg tém sido associadas a enxaqueca e a ingestdo de 3
mg de tiramina e feniletilamina pode causar dores de cabeca a organismos suscetiveis (COSTA
& GLORIA, 2003). Segundo EFSA (2011), doses até 600 mg de tiramina por refeicdo para
individuos saudaveis sdo consideradas aceitaveis, sem causar efeitos adversos. A presenca de
tiramina foi detectada em 53,3% das amostras e a maxima concentracao encontrada foi de 7,9

mg/kg, ndo representando, portanto, alto risco de intoxicacao.

Sobre as demais aminas, feniletilamina foi detectada em 26,6% das amostras e a maxima
concentracédo observada foi de 4,5 mg/kg. A triptamina, por sua vez, foi observada em apenas
0,7% das amostras, com até 5,7 mg/kg. Apesar de serem baixas concentracdes, 0 consumo
desses produtos em grandes quantidades ou associado a outros produtos que possam conter
essas aminas, como vinhos e queijos, representa um risco a saude do consumidor, podendo
ocasionar dores de cabeca e enxaqueca. Para essas aminas, outros autores encontraram
concentragfes mais elevadas em peixes marinhos salgados de diferentes espécies, de até 107,8

mg/kg de tiramina, 145,2 mg/kg de feniletilamina e 38 mg/kg de triptamina (LIN et al., 2012).
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A agmatina, cujas funcbes se associam a modulagdo da funcdo comportamental e efeitos
anti-inflamatorios e neuroprotetores (RUSHAIDHI et al., 2012), foi observada em 53,3% das
amostras e em baixas concentracdes. Serotonina ndo foi detectada em nenhuma amostra. Outros
autores encontraram concentragdes de até 133,9 mg/kg para agmatina em peixes salgados (LIN
et al., 2012) e observou-se que a serotonina ndo foi pesquisada por outros autores em peixes

salgados.

Por outro lado, os teores respectivos a putrescina e cadaverina sdo mais elevados,
especialmente nas pescadas go, e podem potencializar o efeito toxico da histamina por inibirem
as enzimas que metabolizam a histamina no intestino. Além disso, assim como espermidina,
podem se associar a producdo de nitrosaminas (MAH et al., 2002). Esses resultados chegaram
a 32,8 mg/kg para putrescina, 165,7 mg/kg para cadaverina e 3,8 mg/kg para espermidina.
Outros estudos realizados em feiras de outras regifes para produtos do mesmo tipo
encontraram, respectivamente, concentracoes até 80 mg/kg (KUNG et al., 2008), 227,8 mg/kg
(LIN eta al., 2012) e 42,9 mg/kg (KUNG et al., 2008). Portanto os teores encontrados em

produtos do mercado Ver-0-Peso sdo inferiores aos reportados por outros autores.

Apesar dos teores encontrados para as diferentes aminas nao representarem riscos de
intoxicacdo quando analisados isoladamente, sabe-se que 0s peixes se mantém armazenados
por tempo indeterminado até que sejam vendidos. 1sso torna preocupante o fato dos teores de
aminas poderem aumentar com o decorrer do periodo de estocagem e alcancar niveis elevados
no caso de continuarem armazenados por tempo muito longo em temperatura e umidade
favoraveis ao crescimento de micro-organismos produtores de descarboxilases. Além disso, o
consumo desses produtos aliado a outras fontes de aminas pode promover 0 aumento das
concentracdes de aminas do organismo do consumidor e ser razdo de intoxicagao. Sendo assim,

0 consumo desses produtos ndo pode ser considerado seguro.

5.2 Analises de peixes salgados sob condi¢des controladas

Os peixes salgados em concentracGes de NaCl de 15 e 25% acrescidos de bactérias
halofilicas previamente selecionadas foram analisados quanto a umidade, atividade de agua,

teor de cloreto e contagem total de bactérias. Esses resultados estdo apresentados na Tabela 5.
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Tabela 5. Teor de cloreto, atividade de agua, umidade e contagem de bactérias em xaréus

salgados com NaCl nas concentragdes 15 e 25% (p/p).

Contagem de

Tratamento Ter.npo Cloreto (%) Aw Umidade bactérias (log
(dias) UFCIQ)

0 2,0 £0,44 0,87 £ 0,003~ 67,54 + 1,254 7,14 £ 0,034

1 20,0+ 1,58 0,77 £ 0,0038 59,67 + 1,408 7,18 +0,06"

Gram-positivas 2 25,0 +0,88¢ 0,76 £ 0,007 55,32 + 1,728 9,09 + 0,008

6 26,5+ 1,8 0,74 £ 0,001° 45,80 + 2,30¢ 8,33+0,13¢

10 27,0+ 1,9 0,73 £ 0,002° 4457 £ 2,12¢ 6,58 +0,03P

0 1,7+0,54 0,85 + 0,0014 66,93 + 0,604 5,16 £ 0,134

- 1 17,3+1,38 0,85 + 0,0044 66,12 £ 0,9 6,59 + 0,078

NaCl Gram-negativas 2 22,3+2,78¢ 0,76 +0,001B 56,02 + 1,208 8,39 £ 0,01¢

6 23,5+ 1,58 0,73 +£0,003¢ 51,73 £1,125¢ 7,03 £0,02°

10 25,5+ 1,5¢ 0,73 £ 0,004¢ 50,62 +0,71¢ 6,88 + 0,05°

0 2,0+0,34 0,85 + 0,0024 65,70 £ 0,914 7,55 + 0,004

Gram-positivas 1 18,5+1,08 0,85 + 0,0034 65,52 + 1,274 9,30 + 0,038

+ 2 25,3 +0,9¢ 0,77 +0,0018 58,36 + 2,43/ 10,63 £ 0,02¢

Gram-negativas 6 25,5+ 1,0¢ 0,75 +0,001¢ 53,24 + 1,988C 9,39 £ 0,02°

10 25,8 +1,8¢ 0,73 £ 0,002P 49,13 +2,11¢ 7,99 +0,01F

0 2,1+0,17 0,94 +0,0034 69,18 + 2,334 7,84 + 0,017

1 12,3+1,28 0,81 +0,0028 62,18 + 1,8948 8,70 + 0,108

Gram-positivas 2 12,8 +2,78 0,80 + 0,0045 60,80 + 1,7978 11,57 +0,01¢

6 15,3+1,38 0,80 + 0,0028 60,62 + 2,148 9,26 + 0,508

10 15,3 +1,08 0,80 + 0,0028 59,13 +1,51B 7,48 + 0,154

0 1,3+0,34 0,90 + 0,0014 72,98 + 3,054 7,38 £ 0,017

. 1 11,8 +1,38 0,89 +0,0018 66,50 + 2,238 8,53 + 0,078

Iiliéol Gram-negativas 2 14,0 + 3,08 0,83 +0,002¢ 62,06 + 1,548 11,60 + 0,01¢

6 15,3+ 0,48 0,83 +0,004¢ 61,94 + 0,938 9,58 +0,02°

10 15,4 +0,78 0,82 +0,002¢ 60,19 + 1,368 7,06 +0,07F

0 2,0+0,34 0,91 + 0,0024 68,29 + 2,504 7,46 +£ 0,017

Gram-positivas 1 11,8 0,88 0,84 + 0,0038 65,14 + 1,0178 8,41+0,018

+ 2 16,0 + 2,08 0,83 +0,002¢ 62,80 + 2,86"8 11,04 +0,03¢

Gram-negativas 6 16,5+ 1,58 0,82 + 0,002P 61,81 +1,1278 9,60 + 0,01P

10 15,8 + 0,98 0,81+ 0,002 60,17 + 2,098 8,02 + 0,03F

*Resultados expressos como média + desvio padrdo; as letras diferentes (A, B, C, D e E) em uma mesma coluna
para cada tratamento indicam uma diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) entre as médias.
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Pode-se observar que o teor de cloreto aumenta consideravelmente no primeiro dia para
todos os tratamentos, sem variacgao significativa a partir do segundo dia, quando foi realizada a
secagem. O teste de Tukey a 5% de probabilidade indicou que ndo houve diferenca significativa
na dindmica de absorcdo de NaCl para tratamentos com mesma concentracao de sal, sendo que
0s peixes salgados com concentracdo maior demoraram dois dias para o alcance do equilibrio,

enquanto que com 15% NaCl o equilibrio foi atingido em 24h.

Confirma-se assim, mais uma vez, a importancia da padronizacdo da concentracdo de
NaCl e tempo de salga no &mbito comercial, para que se possam esperar produtos semelhantes
em diversas coletas ou compras, fato que ndo foi observado nos peixes adquiridos no mercado

Ver-0-Peso, observados na primeira etapa deste estudo.

A atividade de agua, por sua vez, iniciou com valores bastante distintos entre as diversas
amostras, de 0,85 a 0,94. Esses valores iniciais eram dependentes das condicGes de
armazenamento dos peixes frescos ainda antes de serem coletados para a salga, portanto sdo
plausiveis. A variacdo da atividade de &gua em todos os tratamentos convergiu para 0S mesmos
pontos nos casos de amostras submetidas a salga com mesma concentragdo de NaCl e, ao final
do experimento, todas alcancaram a atividade de agua de 0,73 quando salgadas com 25% NaCl
e 0,80 a 0,82 para as amostras com 15%. Isso deixa clara a funcdo do sal como conservador por

promover a reducdo da atividade de 4gua a niveis que dificultam o crescimento microbiano.

Quanto a umidade, uma vez que o NaCl é absorvido pelos filés, ela é reduzida. Os
tratamentos com 25% de sal promovem a reducdo da umidade para valores em torno de 50%
apos 10 dias, como preveé a legislacdo (BRASIL, 2000), porém nenhuma das amostras dos
tratamentos com 15% de NaCl teve a umidade reduzida aos valores previstos pela legislagdo
em apenas 10 dias de armazenamento, havendo a convergéncia para o teor de umidade de 60%.

A umidade elevada nas amostras com menor concentracdo de NaCl é um indicador de
que o peixe é um ambiente mais apropriado ao crescimento de micro-organismos do que 0s
casos com maior quantidade de NaCl e isso se confirma na contagem de bactérias halofilicas.
As bactérias halofilicas inoculadas nos peixes momentos antes da salga deveriam ser inseridas
nos filés com concentragdo na mesma ordem, no entanto observa-se que no tempo “zero” houve
uma contagem inicial menor que as demais para o tratamento de 25% de NaCl com bactérias
Gram-negativas, devido a um erro na diluicdo do pool de bactérias. Apesar disso, 0
comportamento das curvas é semelhante para todos os tratamentos: na concentragdo de 15%

NaCl ha maior crescimento de todos os grupos de bactérias inoculadas. 1sso pode ser vinculado
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a observacgdo dos demais parametros analisados, pois com 0 aumento da concentracdo de NacCl,
h& o decréscimo da atividade de &gua e da umidade, o que dificulta o crescimento microbiano.

Quando se faz o teste de Tukey (p<0,05) incluindo todos os tratamentos (Apéndice 2),
comparando as contagens de bactérias halofilicas em seu momento de maximo crescimento (2
dias), ha uma peculiaridade para tratamentos com concentra¢Ges de sal iguais: 0 grupo que
possuia 25% de NaCl e continha bactérias Gram-positivas e Gram-negativas apresentou
contagem significativamente mais elevada que os tratamentos com a mesma concentracdo de
sal e com o0s grupos separados. Porém, o contrério foi observado nos tratamentos com 15% de
NaCl, em que o0s grupos apresentaram maior crescimento quando separados do que quando

dividiam o mesmo substrato.

Sabe-se que pode haver diferengas no comportamento de bactérias quando estdo na
presenca de outros grupos de micro-organismos ou de substancias especificas. Acerca disso,
Whitehead et al. (2001) e Turan et al. (2017) explicam que bactérias nao existem como células
solitarias e sdo organismos que vivem em col6nias e usam sistemas elaborados de comunicacgéo

intercelular para facilitar sua adaptacéo as variagdes nas condi¢cbes ambientes.

Dentro do grupo de compostos que podem interferir nessas atividades estad o NaCl, que
em geral interfere de forma a inibir a producdo de metabdlitos pelas bactérias, porém essas
relagdes ainda sdo pouco entendidas quando se trata de alimentos (MEDINA-MARTINEZ et
al., 2006; JAHID et al., 2015). Sendo assim, os diferentes comportamentos observados no
crescimento das bactérias de diferentes grupos podem ser atribuidos a essas interacdes, sendo
gue o desenvolvimento das bactérias foi estimulado de maneiras distintas nas diferentes

concentracdes de NaCl empregadas nas salgas.

Esses diferentes comportamentos resultaram também em dados relevantes para 0s niveis
de aminas bioativas medidos periodicamente para as amostras de cada tratamento, que sao
apresentados nas Tabelas 6 e 7, para os tratamentos com 15 e 25% NaCl, respectivamente.
Nelas os dados séo apresentados em base seca, para que se possam comparar os resultados

levando-se em consideragdo que a umidade varia entre as amostras de diferentes tratamentos.

Num primeiro momento é natural esperar que o teor de cada amina apenas aumente num
dado tratamento com o passar do tempo, j4 que se sabe que as aminas biogénicas ndo se
degradam com facilidade, nem mesmo com tratamento térmico. No entanto, percebe-se que
peixes submetidos a adicdo de um mesmo teor de sal pode apresentam a reducao no teor de

certas aminas e o acimulo de outras.
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Tabela 6. Teores, em base seca, de tiramina, putrescina, cadaverina, histamina, serotonina, agmatina, espermidina e feniletilamina em xaréus

salgados com NaCl na concentracao 15% (p/p).

Tratamento Tempo TIM PUT CAD HIM SRT AGM EPD FEM
(dias) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)  (mg/kg)  (mg/kg)

0 nd! - 77,60 nd — 78,02 nd — 194,21 nd — 200,06 nd nd nd nd
15% NaCl 1 62,15 — 85,04 23,99 -33,83 79,20-115,70 134,94 — 168,04 nd nd nd nd
Gram-positivas 2 80,46 — 204,77  32,02-42,42 7855-109,49 127,68 — 138,60 nd — 8,60 nd nd nd
6 9,62 — 46,93 21,81 -5521 70,16 -190,81  77,35-265,54 nd nd nd-3,17 nd
10 20,31 - 30,88 16,37 - 17,74 34,63 — 53,76 34,94 - 42,79 nd nd nd nd
0 61,84 — 73,58 1791-75,09 17,47-104,10 80,79 — 244,67 nd nd nd nd
15% NaCl 1 31,16 — 74,66 11,22 - 32,00 21,16 — 85,49 28,78 — 176,21 nd nd nd nd
Gram-negativas 2 49,05-204,19 12,28-67,13 52,35-160,12 135,19 — 209,41 nd nd nd nd
6 2,10 - 14,27 8,60 — 14,90 16,74 -51,39 11,51 -85,31 nd nd nd nd
10 16,86 — 28,81 40,63 -49,83 131,95-223,34 73,49 -390,93 nd nd nd nd
15% NaCl 0 106,56 — 206,72 77,89 -112,46 58,59 -326,55 112,74 —557,14 nd nd nd nd
Gram-positivas 1 20,68 — 52,58 6,43 - 33,13 19,74 — 34,56 16,78 — 38,64 nd nd nd nd
N 2 69,01 -104,11 42,85-51,13 51,75 -91,69 131,05 - 226,37 nd nd nd nd
Gram-negativas 6 19,51 -34,12 19,25 - 20,82 16,92 — 45,64 24,98 — 80,96 nd — 9,92 nd nd - 3,17 nd
10 7,53 — 46,67 6,40 — 51,57 8,44 — 59,83 15,59 — 52,27 nd nd nd nd

nd = ndo detectado (<0,4 mg/kg);

“Resultados expressos como faixa de variagdo; tiramina (TIM), putrescina (PUT), cadaverina (CAD), histamina (HIM), serotonina (SRT); agmatina (AGM); espermidina (EPD);

feniletilamina (FEM).
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Tabela 7. Teores, em base seca, de tiramina, putrescina, cadaverina, histamina, serotonina, agmatina, espermidina e feniletilamina em xaréus

salgados com NaCl na concentracao 25% (p/p).

Tratamento TEMPO TIM PUT CAD HIM SRT AGM EPD FEM
(dias) (mgrkg) (mg/kg) (mgrkg) (mgrkg) (mgrkg) (mgrkg) (mg/kg) (mg/kg)

0 nd? 573-7,24 3,97-8,93 nd nd nd - 7,27 8,13 11,46 nd
2506 NaCl 1 2,36-11,55  12,35-20,18 nd nd nd-955 10,17 13,07 nd nd
Gram-positivas > 3068-3474  1703-2746  1540-50,90 nd nd-911  613-30,15  9,58-10,21 nd
6 nd - 28,10 6,40 — 8,58 8,43-9,34 nd 625-9,96 634-41,70  550-598 nd
10  1346-1346  617-7,76  9,11-13,82 nd 570-595 386-576 521-5,32 nd
0 nd 6,14-1963  11,34-1464 nd nd nd 10,92 - 11,64 nd

2506 NaCl 1 nd - 5,99 13521541  30,05-48,61 nd nd-10,27 1824-47,79 11,72-1526 nd-8,97
Gram-negativas 2 nd - 15,08 691-759  11,21-11,76 nd nd 655-7,30  9,64-1053 nd

6 nd - 2,65 779-818  874-1647 nd nd-721  568-9,07 7,40-839  nd-296

10 1517-1632  808-810  10,19-1139 nd 6,80-729 579-585 516-6,76  nd—3,85
2506 NaCl 0 1423-10117 27,87-47,96 39,01-9417 94,94-172,30 nd nd nd nd
Grampositivas L 5%60-6096  14,88-3817 15605160 67,00 151,04 nd nd - 8,82 nd - 5,89 nd
N 2 1083-2051  459-764  622-1227  14,39-2154 nd 3,58 - 4,27 nd nd
Gram-negativas O 4087-6696  2535-3484  3925-7804 10220-12214 nd-9,06  631-30,03 nd — 5,50 nd
10  10,73-66,58 23,02-4205 21,39-9428 12,27-15718 nd-—4,68 nd nd nd

nd = ndo detectado (<0,4 mg/kg);
“Resultados expressos como faixa de variagdo; tiramina (TIM), putrescina (PUT), cadaverina (CAD), histamina (HIM), serotonina (SRT); agmatina (AGM); espermidina (EPD);

feniletilamina (FEM).
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Quanto a essas varia¢fes nos teores de aminas com o passar do tempo, Lee et al. (2016)
descrevem que a adi¢do de culturas starter fermentadoras podem reduzir a producéo de aminas
quando essa € comparada a peixes salgados ndo adicionados de bactérias, e iSSo ocorre por essas
culturas competirem com col6nias produtoras de descarboxilases presentes nesses alimentos,
mas também por degradarem as aminas produzidas por essas colonias. O mesmo é demonstrado
por Mah et al. (2002), Mah & Hwang (2009) e Zaman et al. (2011) em diferentes peixes
salgados e fermentados. Os peixes do presente estudo nao sdo fermentados, porém as bactérias
inoculadas ndo foram identificadas, sendo que a producgédo de aminas em diferentes niveis nos
diversos tratamentos pode ser decorrente de interagdes do mesmo tipo descrito por Lee et al.
(2016). Assim, 0 aumento e reducdo nos teores sem a observacao de um padrdo comum a todos
0s tratamentos sugere que a0 mesmo tempo que as aminas sdo produzidas pela acdo dos micro-
organismos ou demais vias biossintéticas, elas estdo sendo degradadas por outros micro-

organismos ou expelidas.

Os resultados mostram que o acimulo de aminas esta sendo interrompido pela retirada
de certa quantidade de aminas dos peixes, ndo pela temperatura aplicada na secagem, pois elas
s&o termorresistentes (LIMA & GLORIA, 1999), mas pela perda de 4gua durante a salga, uma
vez que sdo hidrossolGveis (KALAC & KRAUSOVA, 2005; MOINARD et al., 2005) e podem
ser solubilizadas na salmoura (MAH et al., 2002). Conclui-se entdo que pode ter ocorrido a
dissolucdo das aminas na salmoura formada quando o sal foi absorvido e o peixe desidratado,

processo resultante também da secagem, que foi realizada no segundo dia ap6s a salga.

E interessante observar que a histamina ndo foi detectada em nenhuma amostra dos
tratamentos com 25% de NaCl em que os grupos de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas
foram inoculados separadamente, no entanto o tratamento com mesma concentracdo de sal em
que as bactérias foram inoculadas juntas, os teores de histamina foram elevados, alcancando até
172,3 mg/kg em base seca (ou 59,10 mg/kg em base umida). Por outro lado, com 15% de NaCl

observou-se a produgéo de histamina em todos os tratamentos.

Sabendo-se que quorum sensing é a regulacdo das expressdes de fendtipo das bactérias
de forma dependente da densidade celular (MOROHOSHI et al., 2004) esse conceito pode ser
observado, uma vez que 0s grupos de bactérias que apresentaram maior crescimento estdo
associados as maiores incidéncias na producdo de histamina. A visualizacao desses dados fica
clara na Figura 10, que apresenta os teores maximos acumulados de cada amina nos diferentes
tratamentos considerando apenas os dados apos a salga e secagem dos filés, em base imida. O

mesmo ocorre também para tiramina, putrescina e cadaverina, pois nota-se que os intervalos de
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variacdo incluem teores bem menores para os tratamentos com 25% de NaCl e grupos de

bactérias inoculados separadamente com relacdo aos demais tratamentos.

Figura 10. Teores maximos de aminas detectados apos salga e secagem de filés de xaréu, em

base Uimida.

25% Gram + 25% Gram - ®m25% Gram +/-
15% Gram + 15% Gram - 15% Gram +/-

As reac0es de descarboxilacdo por enzimas bacterianas séo a principal via de formagéo
das aminas nos alimentos, mas deve-se lembrar que podem ser formadas por outras vias
biossintéticas (SHALABY, 1996; GLORIA, 2005). Assim, além dos mecanismos de quorum
sensing, a formacao de histamina apenas em filés com 15% de NaCl pode ser associada também
a esses outros fatores. Nos casos com producdo de metabdlitos controlada por mecanismos de
quorum sensing, Whitehead et al. (2001) e Turan et al. (2017) explicam que bactérias Gram-
positivas geralmente usam aminodcidos e peptideos de cadeia curta na producdo de moléculas

sinalizadoras, enquanto Gram-negativas frequentemente usam acidos graxos e derivados.

As espécies de bacterias envolvidas no presente estudo ndo foram identificadas, mas é
didatica a explicacdo feita por Gram & Dalgaard (2002) para elucidar as interacfes que ocorrem
entre bactérias acido-lacticas (LAB) e bactérias da familia Enterobacteriaceae em pescado:

LAB (Gram-positivas) podem degradar a arginina em ornitina, que é entdo degradada a
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putrescina por enterobactérias (Gram-negativas), resultando em niveis 10 a 15 vezes mais
elevados de putrescina do que quando enterobactérias crescem na auséncia de LAB. Esses
mecanismos de quorum sensing e as inibi¢es no crescimento de bactérias pela adicdo de NaCl
sdo importantes para entender os menores teores de algumas das aminas biogénicas observados

nos produtos com mais NaCl.

Apesar de ndo ser possivel afirmar que bactérias fermentadoras estdo presentes, a
formacédo de tiramina, que € mais associada a queijos e produtos fermentados do que a peixes
frescos (SILVA et al., 2002), pode ser um indicativo de sua presenca. Conforme Costa & Gléria
(2003), a ingestdo de 3 mg de tiramina pode ser associada a dores de cabeca e Lima & Gléria
(1999) sugerem niveis aceitaveis de até 80 mg/100 g de alimento, e nenhum dos tratamentos

alcanca esse limite, mesmo em momentos anteriores a secagem.

Ao contrario da histamina, que apresentou incidéncia bem mais elevada em peixes com
menor concentracdo de sal, a agmatina, que estd associada a efeitos anti-inflamatorios e
neuroprotetores (RUSHAIDHI et al., 2012), ndo teve concentracdes detectadas em nenhum dos

tratamentos com 15% de NaCl.

Serotonina, feniletilamina e espermidina foram detectadas com maior frequéncia em
amostras com 25% de NaCl: até 10,27 mg/kg para serotonina e 15,26 mg/kg para espermidina
e 8,97 mg/kg de feniletilamina, em base seca. Todos esses maximos se deram no tratamento
com bactérias somente Gram-negativas e sempre antes da secagem, apés a qual os teores foram
reduzidos. A presenca da poliamina espermidina era esperada, pois esta presente naturalmente
nos tecidos vivos e atua como fator de crescimento celular (GLORIA et al., 1999; RUIZ-
CAPILLAS e MORAL, 2001) e a feniletilamina foi produzida somente no tratamento com
bactérias Gram-negativas e 25% NaCl. A triptamina nao foi encontrada em nenhuma amostra.

Além dos fatores ja comentados, de quorum sensing (que regula a producdo de
determinados compostos pelos micro-organismos) e do teor de sal adicionado (que promove a
desidratacdo e crescimento bacteriano de formas distintas), as diferencas nos contetdos de
aminas bioativas apresentados nos diferentes tratamentos podem ser explicadas por outros
elementos, como sexo, teor de aminoacidos livres, tempo de transporte até o local de venda,
tempo de armazenamento sob refrigeracdo e sob temperatura ambiente, periodo que o peixe
ficou no mercado até ser coletado, conteudo intestinal no momento do abate e fase de
reproducdo quando capturado (ABABOUCH et al., 1991; HALASZ et al., 1994). Todos esses

parametros ndo puderam ser controlados e o fato de ter havido duas coletas sugere ainda maior
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heterogeneidade nos tratamentos dados aos diferentes peixes nos momentos antes de serem
coletados no mercado, tornando mais heterogénea também a distribuicéo das diferentes aminas

desde o tempo zero, em que as amostras foram analisadas inicialmente.

Tratando-se dos niveis encontrados para o total de aminas e os limites maximos
sugeridos para 0 consumo seguro, sem haver efeitos adversos, Silla-Santos (1996) propdem um
méaximo de 100 mg de aminas totais por 100 g de alimento e Ladero et al. (2011) sugerem 750
a 900 mg/kg. Mesmo que sejam somados 0s valores maximos de aminas encontrados em cada
tratamento, apenas as amostras do tratamento com 15% NaCl com bactérias Gram-positivas e
negativas no tempo zero os atingem, se analisados em base seca. Em base imida, que é a forma
como o produto sera consumido, 0 mesmo tratamento ndo chega a alcancar esses teores
indicados como perigosos e, de qualquer forma, apds a secagem, mesmo antes do final dos 10

dias de tratamento, 0 mesmo grupo de amostras ja apresenta teores de aminas reduzidos.

Um estudo individual, no entanto, mostra que os tratamentos com 15% de NaCl
permitem a producdo de histamina a niveis maiores que os exigidos pela legislacdo brasileira
(até 176,67 mg/kg, em base Umida), enquanto isso ndo foi observado em nenhum tratamento
com 25% de sal (com teores até 79,96 mg/kg). Com 25% NaCl, apesar da interagdo entre
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas representar um risco de maior producao de aminas
biogénicas do que separadamente, quando se tratam de aminas que sdo conhecidas por causar
adversidades a salde dos consumidores (histamina, putrescina, cadaverina, tiramina e
triptamina), os tratamentos com 25% NaCl sempre foram eficientes ao evitar sua producéo ou

manté-las abaixo dos niveis indicados como perigosos.

De maneira geral, o acréscimo de 25% de NaCl se apresentou como um procedimento
mais vantajoso, pois além de possibilitar que todas as amostras se enquadrem nos limites de
umidade esperados pela legislacdo, permite que a histamina se acumule em quantidades
menores gque os limites maximos indicados nas legislacdes brasileira e norte-americana. Além
disso, a agmatina, que possui efeitos neuroprotetores, mostrou maior incidéncia em tratamentos

com mais sal.
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6 CONCLUSAO

As analises de peixes salgados coletados no Mercado Ver-0-Peso mostraram que 0S
produtos comercializados sdo imprdoprios para consumo, uma vez que todas as amostras
ultrapassaram os limites definidos pela legislacdo quanto a quantidade de estafilococos. Apesar
de ndo apresentarem altos niveis de aminas biogénicas e os teores encontrados estarem dentro
dos limites previstos pela legislacdo brasileira, norte-americana e europeia, a associagdo do
consumo de pescado salgado proveniente do complexo do Ver-o-Peso com outras fontes de

aminas pode causar danos a satde do consumidor, como intoxicacfes alimentares e enxaqueca.

A observacdo do local de comercializacdo e os relatos de colaboradores que trabalham
no local levaram a conclusdo de que sdo necessarios treinamentos aos manipuladores de
pescado em boas praticas de manipulacdo, mudancas estruturais em alguns pontos do mercado

e a padronizacdo do processo de salga.

A segunda fase da pesquisa trouxe como respostas 0s padrdes que podem ser adotados
para padronizar as caracteristicas finais desses produtos: 25% de NaCl a ser adicionado em
relacdo a massa inicial de peixe e salga durante um periodo de 10 dias. Esses sdo parametros
adequados para que se alcancem os limites minimos de teor de cloreto e maximos de umidade
previstos pelas normas brasileiras. Além disso, o estudo de peixes salgados sob condi¢des
controladas indicou que o processo de secagem teve impacto positivo ao ser associado a salga,
promovendo a reducdo da quantidade de aminas bioativas no pescado, por serem compostos

hidrossoluveis liberados juntamente com a dgua que é drenada com a desidratacdo do produto.

Quanto ao crescimento de micro-organismos, observou-se que as bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas se comportaram de maneiras opostas quando submetidas as duas
diferentes concentracGes de NaCl estudadas. Nos peixes com 25% NaCl, quando cresciam
juntos, os dois grupos apresentavam maior crescimento do que crescendo separadamente e,
devido a mecanismos relacionados a quorum sensing, colaboravam para o maior acimulo de
tiramina, histamina, putrescina, cadaverina e agmatina. Com 15% NacCl, cresciam mais quando
inoculadas separadamente e produziam maiores concentragdes dessas aminas. A0 mesmo
tempo, nos tratamentos com 25% NaCl houve também a formacéao de mais agmatina, que possui
efeitos neuroprotetores. Sendo assim, a salga com 25% NaCl seguida de secagem se mostrou
um método adequado para a preparagdo de peixes salgados seguros para 0 consumo humano se

aplicadas as boas préaticas de manipulagéo.
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APENDICE 1 — Check-list para avaliacdo das condi¢des de manipulacéo de peixes salgados no Ver-o-Peso.

REGISTRO DE VERIFICACAO DAS CONDICOES DE MANIPULACAOQ DE PEIXES SALGADOS NO MERCADO VER-O-PESO

Data:

Responsavel pela verificacdo:

Resultado: C - Conforme/ NC - N&o conforme
Pontuacdo: 0 a 10 por Unidade de Inspecéo

UNIDADE DE INSPECAO

ELEMENTO DE INSPECAO

C | NC | COMENTARIOS | PONTUACAO

CondicGes ambientais

Piso (liso, impermeével, bem conservado, cor clara)

Teto (liso, impermeavel, bem conservado)

Paredes (lisas, lavaveis, impermeéaveis, de cor clara)

Ralos e canaletas (com grelha e sifonados)

Ventilacdo (em sentido que evite contaminacao)

Iluminacdo e sistema elétrico (fiagdo embutida e luminarias com protecdo contra
guedas ou exploséo)

Maveis, equipamentos e
utensilios

Bancadas e mesas (superficie lisa e conservados)

Lavatorios (4gua corrente, acionamento automatico, sabonete liquido, alcool e
lixeira)

Utensilios em bom estado de conservacdo e material higienizavel

Basquetas e depdsitos (material higienizavel e em bom estado de conservagéo)

Prateleiras (material higienizavel e bom estado de conservacéo)

NUmero adequado de mdéveis e utensilios

Material de higiene

Detergente (disponibilidade e adequagdo)

Alcool (disponibilidade e adequacio)

Desengordurante (disponibilidade e adequacéo)

Solucdo clorada (disponibilidade e adequacéao)

Vassouras, rodos, esponjas, panos e baldes (disponibilidade e conservacao)

Local adequado para armazenamento do material de limpeza

Controle de pragas

Lixeiras e telas limpas e em bom estado de conservacio

Auséncia de vetores e pragas ou evidéncias de sua presenca

Existéncia de documentos comprovando a execucao de servigco por empresa
terceirizada, em caso de contratacdo
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Higiene dos manipuladores

Vestimenta (roupas adequadas, claras e limpas)

Uso de EPI se necessario

Treinamento comprovado em Boas Préticas de Manipulacao e uso de produtos de
higienizacdo

Controle periddico do estado de saude

Embalagens

Tipo de embalagem adequado

Local adequado para armazenamento

Condic0es de limpeza

Pisos

Paredes

Teto

Ralos e canaletas

Fiacdo e luminarias

Méveis, equipamentos e utensilios

Recebimento dos peixes
salgados

Area de recebimento protegida de chuva, sol, poeira e materiais em desuso

Existéncia de registros de recebimento e cadastro de fornecedores

Inspecdo de produtos no recebimento e registro

Inspecdo das embarcacdes

Armazenamento dos
produtos

Temperatura adequada

Limpeza do local de armazenamento

Moveis e utensilios limpos, em bom estado de conservacao e afastados das paredes

Comercializacdo

Barreiras que impecam a contaminacdo do produto pelo contato com o consumidor,
poeira e pragas

Quantidade disponivel condizente ao volume vendido

Caracteristicas sensoriais avaliadas periodicamente

Descarte de produtos avariados

Identificacdo visivel do preco e espécie

TOTAL
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APENDICE 2 - Teor de cloreto, atividade de 4gua, umidade e contagem de bactérias em xaréus

salgados com NaCl nas concentracdes 15 e 25% (p/p) com teste de Tukey considerando todos

0s tratamentos.

Contagem de

Tratamento Ter.npo Cloreto (%) Aw Umidade bactérias (log
(dias) UFClQ)

0 2,0£0,47 0,87 £ 0,0034 67,54 + 1,254 7,14 £0,03A

1 20,0+ 1,58 0,77 £ 0,003 59,67 + 1,408 7,18 £ 0,06"

Gram-positivas 2 25,0+0,8° 0,76 + 0,007" 55,32 £ 1,72BC 9,09 + 0,00

6 26,5+ 1,8° 0,74 + 0,001 45,80 + 2,30° 8,33 +0,137

10 27,0+ 1,9° 0,73 £ 0,002 44,57 +£2,12° 6,58 +0,03P

0 1,7+0,54 0,85 +0,001B 66,93 + 0,604 5,16 + 0,138

. 1 17,3+ 1,38C 0,85 + 0,0048 66,12 +£ 0,9 6,59 +0,07°
Ifliéol Gram-negativas 2 22,3+2,78P 0,76 + 0,001 56,02 + 1,208C 8,39 + 0,017
6 23,5+ 1,58P 0,73 £ 0,003 51,73 £ 1,12¢P 7,03 £0,024
10 25,5+ 1,5 0,73 £ 0,004' 50,62 +0,71° 6,88 + 0,05AP
0 2,0+0,34 0,85+ 0,0028 65,70 £ 0,914 7,55 + 0,004¢

Gram-positivas 1 18,5+ 1,08¢ 0,85 + 0,0038 65,52 + 1,274 9,30 + 0,03F

+ 2 25,3 +0,9° 0,77 £ 0,001EH 58,36 + 2,43BC 10,63 +0,02¢
Gram-negativas 6 25,5+1,0° 0,75 + 0,001H! 53,24 + 1,98¢P 9,39 + 0,02F

10 25,8+1,8° 0,73 + 0,002 49,13+2,11° 7,99 +0,01¢

0 2,1+0,17 0,94 + 0,003¢ 69,18 + 2,334 7,84 +0,01¢

1 12,3+1,2¢ 0,81 + 0,002F 62,18 + 1,89A8 8,70 = 0,107

Gram-positivas 2 12,8 +2,7CF 0,80 + 0,004F 60,80 + 1,798 11,57 £ 0,01

6 15,3+ 1,3CF 0,80 + 0,002F 60,62 + 2,148 9,26 + 0,50F

10 15,3+ 1,0¢F 0,80 + 0,002F 59,13 + 1,51¢ 7,48 +0,15A¢

0 1,3+0,34 0,90 + 0,001P 72,98 + 3,054 7,38 £ 0,017

15% 1 11,8+1,3¢ 0,89 +0,001¢ 66,50 + 2,234 8,53+ 0,077
NaCl Gram-negativas 2 14,0 + 3,0¢F 0,83 +0,0028 62,06 + 1,54AB 11,60 + 0,01
6 15,3+ 0,4CF 0,83 + 0,0048 61,94 + 0,938 9,58 + 0,02F

10 15,4 +0,7¢F 0,82 + 0,0028F 60,19 + 1,36 7,06 0,074

0 2,0+0,34 0,91 + 0,002° 68,29 + 2,504 7,46 + 0,01A¢

Gram-positivas 1 11,8 £0,8 0,84 + 0,0038 65,14 + 1,017 8,41+ 0,017

+ 2 16,0 + 2,0¢F 0,83 + 0,0028 62,80 + 2,86AB 11,04 + 0,03¢
Gram-negativas 6 16,5+ 15%F 0,82+ 0,002BF 61,81 +1,128 9,60 + 0,01F

10 15,8 + 0,9%F 0,81+ 0,002F 60,17 + 2,09¢ 8,02 + 0,03¢F

*Resultados expressos como média + desvio padréo; as letras diferentes (A, B, C, D, E, F, G, H e ) em uma mesma

coluna indicam uma diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) entre as médias.



