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RESUMO

OLIVEIRA, Nelma de Mello Silva. Ac¢ao sanificante do dicloroisocianurato
de sédio, ozonio e ultra-som em filés de tilapia (Oreochromis niloticus).
2005. 156p. Tese (Doutorado em Ciéncia dos Alimentos) - Universidade Federal
de Lavras, Lavras.

A alimentacdo saudédvel é uma preocupacdo para a populacdo consciente.
Nesse aspecto, a carne de peixe tornou-se uma opg¢do satisfatéria, por ser
constituida de proteina de alto valor bioldgico e de gorduras polinsaturadas.
Entretanto, esse alimento é facilmente deteriordvel por sua constituicdo quimica,
atividade de dgua e pH préximo da neutralidade. Tal alteracdo ocorre devido a
contaminacdo microbiana, autdlise e oxidagdo das gorduras que levam a
diminui¢do da vida de prateleira. Pela necessidade de uma seguranga na cadeia
produtiva de alimentos, tornou-se imprescindivel a redu¢do dos niveis de
agentes bacterianos indesejdveis e a eliminacdo de patégenos. As técnicas de
intervencdes miultiplas podem prover uma maior barreira a sobrevivéncia e
proliferacdo microbiana. A presente pesquisa foi realizada na Universidade
Federal de Lavras em conjunto com a Universidade de Alfenas, Mg, Brasil. Os
efeitos da desinfeccdo microbioldgica e possiveis conseqiiéncias nos pardmetros
fisico-quimicos e sensoriais foram estudados em filés de tildpia apds aplicacdo
dos tratamentos: de dgua clorada (dicloroisocianurato de sédio — 3,0 a 3,5 mg/L)
(T1); 4gua clorada associada ao ultra-som (T2); d4gua ozonizada (3,0 a 3,5 mg/L)
(T3); e 4gua ozonizada associada ao ultra-som (T4) controle (T5). Os filés foram
tratados por imersdo nas solu¢des por 20 minutos. Observou-se, no 14° dia, que
T4 (5,34 log;, UFC/g) foi o mais eficiente na redu¢do da microbiota presente
nos filés quando comparado ao controle (6,40 log,(UFC/g) favorecendo o
aumento da vida de prateleira. Os tratamentos afetaram (P<0,05) a composi¢ao
centesimal. Nos filés do T4, ocorreu uma perda de agua (1,83%) e aumento da
concentracdo de proteinas (19,73%) mais acentuada do que nos outros
tratamentos. Os 4cidos graxos (P<0,05) apresentaram diferenca entre os
tratamentos, no T4 (C18:3w3a de 2,40%; C20:503 de 0,30%; C22:503 de
1,10% e C22:6w3 de 2, 50%) quando comparados ao TS5 (C18:3w3a de 0,90%;
C20:503 de 0,10%; C22:5w3 de 0,40% e C22:6mw3 de 0,80%). As médias de pH
28 h post mortem variaram de 6,25 a 6,31, sem influéncia dos sanficantes. Os
percentuais de perda de peso por cozimento apresentaram uma variagdo média
de 21% a 29%. Na andlise da cor, houve diferenca no componente
L*(luminosidade), tendo em T4 apresentado valor médio (45,03) diferente do T5
(41,94). O componente a* (cor vermelha) ndo apresentou diferenca mediante os
tratamentos com os valores de 1,67; 2,23; 1,96; 1,87 e 2,37, para T1, T2, T3 T4



e TS5, respectivamente. O teor amarelo (b*) variou (p<0,05%), sendo T2 (-1,88)
diferente de T4 (-0,95) e ambos semelhantes ao controle TS5 (-1,64). No TS5
obteve-se o maior valor médio para teor amarelo. As aplicacdes dos sanificantes
alteraram o brilho superficial e o teor de amarelo dos filés de tildpia tratados.
Nas condi¢des experimentais utilizadas, a 4gua ozonizada associada ao ultra-
som mostrou-se mais eficaz em reduzir os microrganismos patogénicos e
deteriorantes; os filés submetidos a esse ensaio foram considerados deteriorados
apés o 14° dia de estocagem refrigerada (1,5°C + 0,5°C). Os tratamentos
utilizados interferiram na composicio centesimal e no perfil de 4cidos graxos.

Termos para indexagdo: tildpia, filés de tildpia proliferacio microbiana,
sanificantes, propriedades fisico-quimicas, andlise sensorial.
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ABSTRACT

OLIVEIRA, Nelma de Mello Silva. Effect of sodium dichloroisocyanurate,
ozone and ultrasound in Nile tilapia filets (Oreochromis niloticus). 2005.
156p. Thesis (Doctorate in Food Science) - Universidade Federal de Lavras,
Lavras.

The healthy feeding is a concern for the conscious population. In this
aspect, the fish meat became a satisfactory option due its natural constitution by
high biological values of protein and polyunsaturated fatty. However, that food
is easily deteriorated due its chemical constitution, activity of water and pH
almost on the neutrality. Such alteration happens due to the microbial
contamination, autolysis and oxidation of the fats taking this food to a
decreasing shelf life. For the need of a safety in the productive chain of foods, it
is indispensable the reduction of the undesirable bacterial agents' levels and the
pathogens elimination. The techniques of multiple interventions can provide a
larger barrier to the survival and microbial proliferation. This present research
was realized in Universidade Federal de Lavras, Lavras and Universidade de
Alfenas, Alfenas, MG, Brazil, to evaluate the effects in reduction of microbial
loud and possible consequences in the physiochemical and sensorial parameters
were studied in tilapias’ filets after application of the treatments: chlorinated
water (sodium of dichloroysocianurate - 3,0 to 3,5 mg/L) (T1); chlorinated water
associated to the ultrasound (T2); water ozonated (3,0 to 3,5 mg/L) (T3); and
water ozonated associated to the ultrasound (T4) it controls (T5). The filets were
treated by immersion in the solutions, pH 6,0, at 5°C, for 20 minutes. It was
observed, in the 14th day, that T4 (5,34 log;o UFC/g) was the most efficient in
the reduction of the present microflora in the filets when compared to the control
(6,40 log;(UFC/g) favoring the increase of the shelf-life. The treatments affected
the centesimal composition. In the filets of T4, it occurred a loss of water
(1,83%) and increase of the concentration of proteins (19,73%) more
accentuated than other treatments. The fatty acids composition was different
among the treatments, in T4 (C18:3w3a of 2,40%; C20:5®w3 of 0,30%; C22:5w3
of 1,10% and C22:6w3 2, 50%) when compared to TS (C18:3w3a of 0,90%;
C20:503 of 0,10%; C22:503 of 0,40% and C22:603 of 0,80%). The pH
averages 28 h post mortem, varied from 6,25 to 6,31, without influence of
sanitizers. The percentile of weight loss for cooking presented a variation from
21% to 29%. There was difference in the component L*(luminosity), in the
analysis of the color, and T4 presented medium value (45,03) different from T5
(41,94). The component the a* (red color) does not showed difference among
treatments, with values of 1,67; 2,23; 1,96; 1,87; 2,37 for T1, T2, T3, T4 and T5
respectively. The yellow tenor (b *) varied, being T2 (-1,88) different from T4 (-

il



0,95) and both similar to control TS5 (-1,64). In TS was obtained the largest
medium value for yellow tenor. The applications of the sanitizers altered the
superficial shine and the tenor of yellow of the treated filets. In experimental
conditions, the ozonated water, associated to the ultrasound was more effective
in reducing the pathogenic and deteriorative microorganisms. The shelf-life of
the filets of this research was 14 day on refrigerated conditions (1,5 °C £ 0,5 °C).
The used treatments interfered in the centesimal composition and in the profile
of fatty acids. In conclusions, the centesimal composition and fatty acids profile
were affect by treatments used in this research.

Keywords:, tildpia’s filets, microflora proliferation, sanitizers, physiochemical
properties, sensorial analysis.
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CAPITULO 1

. ACAO SANIFICANTE DO DICLOROISOCIANURATO DE
SODIO, OZONIO E ULTRA-SOM EM FILES DE TILAPIA
(OREOCHROMIS NILOTICUS)



1 INTRODUCAO GERAL

Em muitas regides do mundo, o pescado faz parte, desde hd muito, da
dieta alimentar e representa, em alguns paises, a principal fonte de proteinas de
origem animal. Atualmente, um nimero cada vez maior de pessoas dd a sua
preferéncia ao peixe como uma alternativa sauddvel de carne. O baixo teor em
gordura de muitas espécies de peixe (peixes magros, espécies demersais) e 0s
efeitos dos 4cidos graxos polinsaturados da série ®-3 que se encontram nas
espécies gordas (peldgicas) sobre doencas das corondrias sdo aspectos
extremamente importantes para as pessoas que se preocupam com os aspectos da
saide, em particular nos paises desenvolvidos, onde a mortalidade por doenca
cardiovascular é elevada. Contudo, o consumo de peixe pode também causar
doencas devido a infecgbes ou intoxicagOes alimentares. Algumas dessas
doengas tém sido especificamente associadas ao consumo de pescado.

A tildpia vem se mostrando uma Gtima alternativa para a piscicultura de
dgua doce. A expansdo do cultivo da tildpia do Nilo (Oreochromis niloticus),
deve-se ao Otimo desempenho, alta rusticidade, facilidade de obtengdo de
alevinos, adaptabilidade aos diversos sistemas de criagdo, grande aceitagdo no
mercado de lazer (pesque-pague) e alimenticio (frigorificos), pelas qualidades
nutritivas e organolépticas do seu filé (Boari, 2004; Meurer et al., 2003).

A carne de peixe € a mais susceptivel a deterioragdo, em virtude de sua
composi¢do quimica, teor de gorduras insaturadas, atividade de dgua e pH
préximo da neutralidade (6,0 — 6,5). Tal alteragdo ocorre devido a multiplicagao
de microrganismos, autdlise e oxidacdo das gorduras que levam a diminui¢do da
vida de prateleira do alimento. Além disso, a contaminagcdo pode ser a
responsdvel por perdas econdmicas, quando associada aos problemas ligados a

saide do consumidor, devido a ingestdo de alimentos contaminados por



bactérias patogénicas ou toxinas produzidas por elas.

Os principais agentes implicados na deterioragdo desse alimento sdo dos
géneros Pseudomonas e Shewanella, responsdveis pelas alteracdes
organolépticas, devido a formacdo de trimetilamina, ésteres, substincias volateis
redutoras e outros compostos com aroma pronunciado. As espécies principais
envolvidas no processo sdo Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas fragil,
Shewanella putrefaciens. Esses géneros sdo importantes, devido a sua natureza
psicrotréfica e a capacidade em utilizar, para o seu desenvolvimento, substancias
nitrogenadas nio-protéicas.

A higiene da carcaca de animais tem sido uma preocupagdo para a
industria de processamento de carne. Todavia, casos fatais de doengas causadas
por patégenos como Escherichia coli t€m sido menos freqiientes e a
implementacdo de métodos de Boas Priticas de Fabricacdo e as reducgdes de
patégenos t€m sido intensificadas. Conseqiientemente, procedimentos de
descontaminacdes de carcacas que venham a minimizar os riscos de patologias
causadas por bactérias em produtos de carnes cruas contaminadas estdo sendo
mais investigados e utilizados pela industria de carnes em geral.

Entretanto, agentes patogénicos ao homem podem instalar-se no trato
intestinal de animais de sangue quente, como Salmonella, que teve sua
ocorréncia confirmada no trato intestinal de tildpia pela contaminagdo da dgua,
podendo, inclusive, estar presente no produto final. A microbiota intestinal dos
peixes pode estar relacionada a dgua dos tanques e a ragdo fornecida, as quais
podem conter Enterobacteriaceas, Aeromonas sp., Estaphylococcus sp.,
Micrococcus, entre outros agentes, que poderdo estar presentes na carne de peixe
(Boari, 2004; Sousa et al., 1996; Langoni et al., 2000).

A vida util do pescado é determinada pelas reagdes enzimaticas, pelo
nimero e espécies de microrganismos presentes (fatores dependentes de sua

microbiota natural e do seu manuseio desde sua captura até sua estocagem) e



pela temperatura envolvida nas diversas etapas de obtencdo do produto, desde a
captura até o varejo. As medidas adotadas para reduzir a acdo desses fatores
manterdo a qualidade do produto de forma a cumprir os prazos de garantia de
qualidade e determinario a efetividade dos procedimentos padrdes de higiene,
bem como a eficiéncia da sanificagdo da industria e controle de qualidade.
Pardmetros fisico-quimicos, como textura, coloracio e pH, podem também
indicar a qualidade do peixe. Essa carne, considerada um alimento de alto valor
nutritivo, necessita de um maior periodo de conservagao.

Formas adicionais utilizadas para reduzir a contagem inicial de
microrganismos em superficies de carne, em instalagdes e equipamentos de
industrias de alimentos, sdo: métodos quimicos, pelo uso de cloro, hipoclorito de
sédio, compostos quaterndrios de amodnio, fosfato trissédico, didxido de cloro,
4cido lético, 4cido acético glacial, glutaraldeido e oz6nio, entre outros e métodos
fisicos, como calor, radiacdo ultravioleta e gama, dgua pressurizada, vicuo,
atmosfera modificada e ultra-som.

Alguns agentes de sanificacdo, como os &cidos organicos, podem
eliminar microrganismos em superficies de carnes. Os agentes contaminantes da
superficie da carne durante o abate podem ser eliminados por sanificacdo com
agentes fisicos ou quimicos.

Esta investigacdo cientifica teve o objetivo de avaliar a atividade dos
sanificantes ozo6nio e dicloroisocianurato de sédio, ambos dissolvidos na dgua,
com ou sem associa¢do do ultra-som para uso em filés de peixe, em relacdo as
caracteristicas microbiolégicas (bactérias aerdbias mesdfilas e psicrotroficas,
bolores e leveduras, estafilococos coagulase positiva e a presenga de Salmonella
sp, Pseudomonas sp, Listeria monocitogens e vida de prateleira), caracteristicas
fisico-quimicas (cor, pH e perda de peso por cozimento e andlise sensorial) e
composi¢cdo quimica (umidade, proteina, lipidios e cinzas), perfil lipidico,

colesterol e indice de perdxido.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Tilapia

A tildpia tem boas caracteristicas zootécnicas, de hdbito alimentar
fitoplanctéfago, alimentando-se, principalmente, de algas cloroficeas (Chellappa
et al.,1996), mas aceita qualquer outro tipo de alimento (onivoras), o que facilita
o seu cultivo. Sao bastante resistentes as doencgas, superpovoamentos € baixos
teores de oxigé€nio dissolvidos na dgua; desovam durante todo ano nas regides
mais quentes do pais. As qualidades de sua carne tornam-na aptas ao
processamento industrial e muito bem aceita pelo mercado consumidor (Toyama
et al., 2000). Essas caracteristicas contribuem para o aumento verificado na
producdo mundial da espécie.

Quanto a musculatura, Ogawa (1999) afirma que os peixes podem ser
divididos em dois grupos principais: musculo ordindrio ou branco e misculo
escuro ou sangiiineo. Os musculos brancos compreendem a maioria da
musculatura do corpo; j4 os musculos escuros, subcutineos, estdo localizados
perifericamente ao longo do eixo central do corpo do animal e sua concentragio
aumenta em dire¢@o a cauda do peixe.

As tildpias possuem boas caracteristicas sensoriais e nutricionais (Boari,
2004), tais como carne de cor branca, textura firme, aspecto suculento, sabor
aprecidvel, baixo teor de gordura e de calorias, auséncia de espinhos
intramuscular e rendimento de filé de aproximadamente 35% a 40%, em
exemplares com peso médio de 450g, o que as potencializa como peixes para
industrializacdo, (Proenca & Bittencourt, 1994).

No Brasil, uma das alternativas para aumentar a ingestdo de AGPI ®-3 € a
inclusdao de peixes de cativeiro de dgua doce na alimentacdo. Destacam-se,

principalmente, espécies exdticas, como a tildpia (Oreochromis niloticus), que



apresenta uma boa aceitacdo pelo consumidor e, comumente, t€m preco
relativamente baixo em relagdo a outros peixes de cativeiro, nativos ou
marinhos. No entanto, os dcidos graxos que compdem os lipidios de pescado
refletem a variabilidade de 4cidos graxos presentes na dieta destas espécies
(Henderson & Tocher, 1987). Em pesquisas realizadas no Brasil, foi
demonstrado que peixes de cativeiro, alimentados exclusivamente com ragdes
comerciais, apresentaram baixos niveis de AGPI ®-3, quando comparados a
espécies nativas (Moreira et al., 2001; Maia, 1992). Os baixos teores de AGPI
-3 encontrados nestes peixes podem estar diretamente relacionados aos baixos

teores de 4dcidos graxos da familia -3 existentes nas ra¢des fornecidas.

2.2 Aspectos gerais da sanificacao

A inddstria de carne continua enfrentando preocupacgdes relativas a
higiene e a seguranca de seus produtos. Para isso, foi mostrado, e
subseqiientemente revisado, que o uso de técnica de intervencdo Unica para
desinfeccdo ¢é efetivo para reduzir patégenos que aparecem em carcacas
(Dickson & Anderson, 1991; Cutter & Siragusa, 1995).

Os procedimentos de higienizagdo consistem, fundamentalmente, no uso
de detergentes e sanificantes. Embora os detergentes diminuam a carga
bacteriana das superficies, o objetivo do seu uso é a remocdo de residuos
organicos e minerais. A sanificacdo, que € a ultima etapa do procedimento de
higienizacdo, visa reduzir o nimero microrganismos alteradores e eliminar
agentes patogénicos até niveis seguros, de modo a obter um produto de boa
qualidade higiénico-sanitaria (Morais et al., 1997).

O cloro €, de longe, o sanificante mais utilizado, mas t€m sido utilizados,
em alguns casos, cloraminas, diéxido de cloro, ozdnio e luz UV. O cloro é

barato, encontra-se disponivel na maior parte dos locais e o controle dos niveis

residuais de cloro livre € simples. E desejavel manter no sistema de distribuicao



um nivel de cloro residual livre de 0,2 a 0,5 mg/L. (FAO/WHO, 1984b). As
cloraminas sdo mais estaveis, tém menor efeito bactericida e sido menos
eficientes contra os parasitas e os virus do que o cloro. O di6éxido de cloro é
muito mais microbicida do que o cloro, em especial, para valores de pH
elevados, mas, ha alguma preocupacdo quanto aos subprodutos. No caso do
0zo6nio e da luz UV nao hd nenhum residuo para controlar. O ozdnio parece ser
muito eficiente em relacdo a protozodrios. A eficiéncia da desinfec¢ao por UV
diminui substancialmente se houver alguma turbidez ou matéria orginica em
suspensdo (Huss, 1997).

O cloro é um agente bactericida amplamente utilizado na inddstria de
pescados para sanificagdo de superficies, utensilios e no tratamento da matéria-
prima, para a reducdo da carga microbiana (Kim et al., 1998). No entanto,
concentracdes elevadas de cloro podem afetar a qualidade sensorial do produto.
A Ageéncia Canadense de Inspecdo de Alimentos estabelece o limite de até 10
ppm para solucdes que entram em contato direto com o pescado (Prince, 2000).
No Brasil, de acordo com o Codex Alimentarius (2000), permite-se até o limite
méximo de 10 ppm de cloro residual livre; j& o Ministério da Agricultura,
Pecudria e Abastecimento, recomenda que as industrias utilizem 5 ppm de cloro
na dgua usada para lavagem de pescados, mas ndo especifica teores de cloro para
o gelo usado na conservacdo de pescados.

Os compostos dissolvidos na &dgua (dicloroisocianurato de sédio)
produzem 4cido hipocloroso, HOCI, que € o sanificante ativo que atua por
oxida¢do e € muito instivel em solugdes dcidas, das quais se liberta o cloro
gasoso oxidante. Além disso, as solu¢des sdo mais corrosivas a pH baixo (Huss,
1997).

Os compostos ozdnio e di6xido de cloro usados como antimicrobianos
potenciais causam danos irreversiveis nos acidos graxos da membrana celular e

nas proteinas celulares dos microrganismos (Stivarius et al., 2002).



A redugcdo do ndmero de microrganismos quando se utilizam
sanificantes quimicos, depende, entre outras coisas, das propriedades
microbicidas do agente, da concentracio, da temperatura e do pH, bem como do
grau de contato entre o sanificante e os microrganismos. Consegue-se um bom
contato, por exemplo, por agitacdo, turbuléncia (uso de ultra-som) e uma baixa
tensdo superficial. Os varios microrganismos apresentam resisténcia diferente
aos esterilizantes quimicos. A contaminag@o por matéria inorginica ou organica
pode reduzir a eficiéncia de sanificacdo consideravelmente. Uma desinfeccao
eficiente s6 pode ser obtida depois de uma limpeza adequada (Huss, 1997).

Patterson (1968), utilizando cloro na concentragdo de 10 a 15 ppm para
lavagem de carcagas de frango, seguida de imers@o em chiller com 200 a 400
ppm de residual livre de cloro por 4 horas e posteriormente estocadas a 1°C,
conseguiu aumento de 20% na vida de prateleira do produto. Emswiler et al.
(1976) fizeram imersao de pedacos de carne do mercado varejista em 100, 200, e
400 mg/L de cloro, que apresentaram reducdes de 1,45; 1,64; e 1,83 ciclos log
respectivamente, depois de 24 horas. Os pesquisadores notaram que cloro de
outras fontes, tais como hipoclorito de cdlcio e diéxido de cloro, eram menos
eficientes. Todavia, Marshall et al. (1977) observaram que reducdes em
contagens de bactérias mesofilicas aerébias em carne tratada com jatos de
hipoclorito de sédio de fontes comercias foram significativamente diferentes.

Diéxido de cloro (ClO,) tem efeito bactericida, € efetivo em presenca de
matéria orgdnica e conserva sua atividade em pH superior a 7,5. Thiessen et al.
(1984) verificaram que o diéxido de cloro aplicado na dgua do pré-chiller em
concentracdes residuais entre 1,33 a 1,39 mg/L foi efetivo na diminuicdo do
nimero de salmonelas em carcacas de frango que ficaram em imersdo por 20
minutos. Concentracdes mais altas (1,39 mg/L) reduziram a contagem de
bactérias aerébias psicrotréficas, porém, tiveram pouco efeito na populagdo de

bactérias mesofilas aerdbias e coliformes.



Acidos organicos, como l4ctico, acético ou citrico, foram aplicados a
superficies de carcagas em geral, mostrando a redugdo de populagdes de
bactérias. Em estudos realizados, foi mostrada a acdo sanificante sem interferir
nas caracteristicas fisicas, quimicas e sensoriais (Cutter & Siragusa, 1995;
Ockerman et al., 1974 e Van Netten et al., 1994 citados por Kochevar et al.,
1997).

Oetterer (2004) observou, em filés de peixes de dgua doce tratados por
imersdo em dcido acético a 1% na proporgdo de 1,2 kg: 1L de solucdo por 2
minutos, uma reducdo do nimero de microrganismos. A presenca de 4cido
acético na fase logaritmica de crescimento microbiano inibe a proliferacdo dos
mesmos (Mujica, 2000; Boskou & Debevere, 2000).

Segundo Pohlman et al. (2002), utiliza-se a intervencdo multipla de
sanificantes para promover barreiras que evitem a sobrevivéncia e proliferacdo
de microrganismos, atuando com mais eficiéncia para manter uma boa qualidade
microbioldgica e sensorial nos alimentos por um periodo de tempo maior (Rosa,
2004). Um fator importante, quando se usa esse mecanismo multiplo, é a ordem
de aplicacdo dos tratamentos. Dorsa et al. (1997) relatam que a hidratacdo de
carcaca das diferentes espécies consumidas pelo homem, antes e durante as
intervengdes com antimicrobianos, promove protecdo a bactéria, pois a dgua
causa ou reduz a perda da atividade dos agentes antimicrobianos, possivelmente
pela remocao fisica ou dilui¢do do agente sanificante.

Ellebracht et al. (1999), usando 4dgua quente e 4cido latico em aparas de
carnes bovinas, alcancaram uma redugdo de 1,1; 1,8 e 1,5 log UFC/g de
Escherichia coli, Salmonella typhimurium e contagem de bactérias mesodfilas
aerdbias, respectivamente. No entanto, ndo € totalmente conhecido o efeito das
associacdes de agentes antimicrobianos (4gua ozonizada, diéxido de cloro, 4cido
acético, irradia¢do), quando usados em tratamentos combinados, sobre a reducao

microbiana, na cor e caracteristicas sensoriais da carne.



Sanificacdo eficiente é importante no aumento da vida de prateleira de
alimentos. O aumento da vida util de carnes frescas permite atingir locais de
comercializagdo mais distantes e aumento do periodo de exposi¢do nos pontos

de venda, diminuindo assim as perdas (Xavier, 1997).

2.3 Sanificantes
2.3.1 Cloro

O controle microbioldgico pode ser feito por meio de vdrias maneiras.
Na inddustria de alimento, o cloro ¢ um produto muito utilizado pelo seu baixo
custo e pelo alto poder bactericida.

O cloro e seus derivados atuam sobre os microrganismos indesejaveis
por meio do 4cido hipocloroso (HCIO), o qual libera oxigénio, que se une aos
componentes celulares do citoplasma e nicleo. O cloro (Cl) pode, ainda,
associar-se com proteinas da membrana celular, interferindo nas fungdes
bioldgicas normais das membranas, incluindo o transporte de nutrientes (Block,
1991).

Compostos clorados de origem orgénica sdo utilizados na sanificagio e
podem ser empregados na industria de alimentos. Sdo representantes desses
compostos o dicloroisocianurato de s6dio e de potdssio e o dcido
tricloroisocianurico (Block, 1991).

Segundo Torres et al. (1996), o cloro é o agente desinfetante mais usado
para tratamento de 4gua, tanto para consumo direto como para inddstria de
alimentos.

Sir Humprey Davy descobriu o cloro em 1808 e Koch demonstrou sua
atividade bactericida, sob condi¢des laboratoriais, em 1881. Aprovado pela
American Public Health Association (APHA, 1992) em 1886, para ser usado
como desinfetante, passou a ser utilizado continuamente no tratamento de dgua,

em todo o mundo, a partir do século XX (Macedo, 2000).
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A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), pela Portaria n°
150/99, aprovou o uso do dicloroisocianurato de sédio e potdssio na desinfec¢do
da dgua para o consumo humano (Brasil, 1999).

Testes feitos pelo Instituto de Tecnologia de Alimento (ITAL, 1997)
para avaliar a capacidade do dicloroisocianurato de sédio em reduzir contagens
bacterianas em frutas artificialmente inoculadas com Salmonella enteritidis e
Escherichia coli demonstraram reducgdes de 90% e 91,3% ,respectivamente.

O emprego de métodos alternativos para descontaminacdo de carcagas
vem sendo estudado e o emprego de cloro orgénico (dicloroisociandrato de
s6dio), ozdnio e ultra-som sdo opcdes de descontaminantes (Lillard, 1993;
Scientific Committee on Veterinary Measures Relating to Public Health-
SCVPG, 1998; ICGFI, 1999).

Os compostos clorados passaram, entdo, a ser utilizados pelas industrias
de alimentos, melhorando a qualidade da dgua utilizada no processamento e
também na sanificacdo de pisos, paredes e utensilios (Macedo, 2000). No
processo de desinfeccdo da 4gua, tanto para o abastecimento publico como no
uso da inddstria de alimentos com produtos clorados, hd a possibilidade de
formacao de subprodutos considerados carcinogénicos, como os trihalometanos
(Macedo, 2000).

Estes se originam da reacdo entre o cloro e as substancias organicas. Os
principais compostos oriundos dessa reagdo e que apresentam concentra¢des
significativas  sdo: triclorometano (cloroférmio), bromodiclorometano,
dibromoclorometano, tribromometano, sendo o cloroférmio o derivado clorado
mais comumente detectado (Santos, 1987; Macedo, 1997).

Foi relatado que o dicloroisocianurato de s6dio é menos reativo com
substdncias htimicas, resultando em baixos niveis de producdo de

triclorometanos (TCM) (Macedo, 2000; Block, 1991).
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2.3.2 Ozonio

O primeiro experimento utilizando ozdnio no tratamento da 4gua foi
realizado em 1893, em Leyde, na Holanda, no tratamento da 4gua do Rio Reno.
Em 1906, em Nice, na Franga, realizou-se o primeiro tratamento de vegetais
com dgua ozonizada em escala industrial. Muitos trabalhos vém sendo
desenvolvidos na ultima década, principalmente na Franga, Suica e Canada,
comprovando-se a eficiéncia do ozdnio na produgdo de 4dgua potivel e de alta
qualidade em termos microbiolégicos (Chang & Sheldon, 1989).

O ozo6nio € um gas instdvel solivel em dgua, de odor caracteristico e um
potente oxidante. E formado pela excitacio do oxigénio molecular,
transformando-se em oxigé€nio atdmico em um ambiente energizado, que
permite a recombinacio com outras moléculas de oxigénio (Rice, 1996).

A atuagdo do ozoOnio estd relacionada com a rdpida oxidacdo de
compostos insaturados, aminodcidos e proteinas, contendo o grupo SH. Essa
substancia oxida grupos sufidrila e amino, coagula as proteinas e inativa as
enzimas desidrogenase, catalase e peroxidase. O ponto de acdo primdrio na
célula é, possivelmente, a membrana celular podendo ser por lise nas duplas
ligacOes dos lipidios insaturados (Gurley, 1985; Kim et al., 1999).

Na tentativa de se encontrar produtos que possam atuar como
diminuidores da carga contaminante nas carnes frescas, Greer & Jones (1989)
utilizaram a aspersdo de ozOnio sobre carcacas prestes a entrar nas camaras frias.
No processo de aspersdo de 0,03 ppm de ozdnio, estes autores constataram
reducdo da qualidade da carne, apesar da exterminacio das bactérias mesofilas e
psicrotréficas em 95% das amostras, a temperatura de conservacido de 1,6°C,
apos 6 dias do tratamento. Ocorreu perda de peso da ordem de 43% /kg de carne
devido a evaporagdo. Verificou-se, ainda, o ressecamento e escurecimento do
tecido muscular superficial, devido a oxidagdo do pigmento muscular

(oximioglobina). Nao houve modificacdes no odor e aparéncia das carnes,
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quando fatiadas. Nas carnes muito gordurosas, obteve-se aroma de rancificagdo.

O ozo6nio é uma alternativa sanificante para a industria de alimentos
porque possui amplo espectro de agdo e ndo deixa residuo. O efeito bactericida
do ozo6nio tem sido estudado na utilizacdo prética de desinfec¢do e purificacao
de 4dgua, bem como na conservacdo de alimentos, devido ao seu alto poder
oxidante (Torres et al., 1996).

Recentemente, o 0zonio tem sido reconhecido como eficiente substituto
do cloro no tratamento industrial e no controle do crescimento de
microrganismos que se acumulam na superficie da dgua (Boot, 1991). Isso se
deve a sua eficiéncia oxidante, sem producdo de compostos orginicos, pois o
0zoOnio, ao contrdrio do cloro, ndo deixa residuo superficial (Boot, 1991) nos
alimentos, que seja capaz de formar composto téxico e carcinogénico
(Foegeding, 1985).

Com uma grande capacidade sanificante, o 0z6nio tem amplo espectro
de atuagdo, agindo sobre bactérias, virus, fungos filamentosos e leveduras, e
sobre formas esporuladas, exigindo menor concentracdo € menor tempo de acdo
que aqueles exigidos pelo cloro. Tem, ainda, uma capacidade de oxidar alguns
poluentes organicos e inorganicos (Torres et al., 1996).

A conservacdo de produtos cdrneos por meio de dgua ozonizada no
resfriamento ou radiacdes ionizantes, diretamente no alimento, ¢ uma técnica ja
utilizada para esses alimentos. Com agdo bacteriostdtica e bactericida, em
microrganismos que freqlientemente ocasionam toxinfeccdes alimentares, o
0z6nio mostrou-se eficaz com relacdo a Salmonella typhimurium, S. Dublim,
Staphylococcus aureus, Micrococcus luteus, Bacillus subtilis e Escherichia coli
(Billon, 1978).

O ozo6nio atua contra glicoproteinas e glicolipidios presentes na
membrana celular bacteriana, causando a morte das bactérias, que € atribuida a

mudancas na permeabilidade da membrana (Moore et al., 2000). O ozdnio pode
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agir no grupamento sulfidrila de certas enzimas, resultando em rompimento de
atividades celulares normais (Komanapalli & Lau, 1996), sendo possivel que a
aspersdo direta da molécula de oz6nio sobre carcacas de frango tenha impacto
direto sobre células bacterianas com conseqii€ncias letais, levando,
conseqiientemente, a eliminag¢do desses microrganismos e ao aumento na vida de

prateleira (Al-Haddad et al., 2005).

2.3.3 Ultra-som

O ultra-som inativa microrganismos por introdugdo de ciclos alternados
de compressio e expansdo em um meio liquido, obtendo-se um efeito
bactericida a partir dessas ondas de alta intensidade, devido & ocorréncia de
pequenas bolhas, que crescem até explodir durante a fase de expansdo do ultra-
som (Forsythe, 2002). As ondas sonoras sdo muito semelhantes as vibragdes
ultra-sdnicas, as quais possuem freqiiéncia muito mais alta e resultam em altas
de pressdo e temperatura localizadas, ocasionando a destruicdo de estruturas
celulares, segundo ICGFI (1999).

A energia elétrica é convertida em vibragdes mecénicas por um
transdutor, sendo este mecanismo utilizado pela miquina de ultra-som. Esta
conversdo € obtida por inversdo do efeito piezoelétrico (Campani, 1996).

A destruicdo de microrganismo pelo ultra-som deve-se & combinagdo
dos efeitos: cavitacdo e forcas produzidas pela formagao e difusdo de bolhas que
causam mudanca fisica na célula, calor localizado e formagao de radicais livres
na dgua (OH-, H+, H,0;). Porém, o efeito do ultra-som na redugdo de
microrganismos decresce com a viscosidade do meio (Datta, 2002).

Na indistria de alimentos, a aplicacdo atual do ultra-som € uma
tecnologia emergente, a fim de eliminar ou reduzir a carga microbiana. Esse

meio fisico pode ser utilizado sozinho ou associado a outros métodos. O Food

and Drug Administration (FDA) indica o uso de ondas ultra-sonicas, associadas
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a outros processos de sanificacdo (FDA, 2000; Datta, 2002).

2.4 Alteracoes microbioldgicas

A alteracdo microbiana resultado da multiplicagdo dos microrganismos
caracteriza-se por modificar as caracteristicas sensoriais do alimento,
depreciando-o ou impedindo o seu consumo. A deterioracdo pode ocorrer por
autdlise, oxidacdo, atividade bacteriana ou, ainda, pela combinac¢do dos trés
processos. O processo de autdlise ocorre por agdo de enzimas dos tecidos. As
oxidagdes das gorduras insaturadas durante o armazenamento provocam
alteracdes no aroma e na coloragdo. O desenvolvimento microbiano, ao lado dos
demais processos de deterioracdo, contribui para acelerar as alteracdes durante o
armazenamento (Jay et al., 2005)

A microbiota do peixe ¢é influenciada pelo seu hdébitat, sendo a
temperatura um fator de selecdo, uma vez que raramente ultrapassa 25°C. Por
isso, as condicdes ambientais favorecem mais o desenvolvimento de
microrganismos psicrotréficos do que microrganismos estritamente mesofilos.
Os mais importantes microrganismos implicados na deterioracido desse alimento
sdo os géneros de Pseudomonas e Shewanella, responsdveis pelas alteragdes
sensoriais, devido a formagdo de trimetilamina, ésteres, substincias voldteis
redutoras e outros compostos com aroma pronunciado. As principais espécies
envolvidas no processo sdo P. fluorescens, P. fragi e Shewanella putrefaciens.
Esses géneros sdo importantes devido ndo s6 a sua natureza psicrotréfica, mas,
principalmente, pela capacidade que t&m de utilizar, para o seu
desenvolvimento, substancias nitrogenadas nao-protéicas (Leitdo, 1977; Leitao
et al., 1985; Franco & Landgraf, 1996).

Segundo Franco & Landgraf (1996), no processo de multiplicacdo dos
microrganismos deve-se levar em conta que microrganismos psicrotréficos tém

a capacidade de se desenvolver em temperaturas entre 0°C e 7°C. Uma vez que a
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velocidade de multiplicacdo nem sempre € a mesma para todos os psicrotréficos,
duas novas categorias de classificagdo foram propostas: europsicrotréficos,
referentes aos que ndo formam col6nias visiveis até o 6° ao 10° dia entre 0°C e
7°C, e o estenopsicrotroficos, referentes aos que formam coldnias visiveis em 5
dias nessa faixa de temperatura. Ao primeiro grupo pertencem as espécies de
Entrobacter cloacae, Yersinia enterocolitica e Hafnia alvei, e ao segundo,
Pseudomonas fragi e Aeromonas hydrophyla. Microrganismos mesoéfilos t€m
faixa 6tima de crescimento em temperatura entre 20°C e 40 °C.

Segundo Shewan & Murray (1979), no pescado, o crescimento
bacteriano, apds a sua captura e ao longo do armazenamento refrigerado, é o
fator responsdvel pela deterioracdo. A penetracdo microbiana nos musculos se
d4 a partir das branquias ou visceras, ocorrendo com intensidades diferentes,
dependendo das condi¢des de temperatura e umidade, podendo levar a maior
rapidez do processo, no caso de sua elevagdo.

O processo de deterioracdo de origem bacteriana em pescados pode
ocorrer da seguinte forma: aminodcidos e outras substancias nitrogenadas nio-
protéicas sdo utilizados por microrganismos logo apds o rigor mortis; esses
organismos utilizam os compostos anteriores, originando produtos com aroma
desagradédvel e alterando a composicdo do substrato. Tém inicio, entdo os
processos proteoliticos, levando ao aumento ou reposi¢dio de aminodcido no
substrato. Assim, a producdo de bases e compostos volateis, bem como a de H,S
e outros compostos, ¢ aumentada, acelerando a decomposi¢do do pescado
(Liston, 1980; Shewan, 1976; Shewan & Murray, 1979).

Boari (2004), caracterizando a microbiota deteriorante e patogé€nica na
producdo de filés de tildpia, encontrou, em filés frescos, Staphylococcus,
Aeromosas, Pseudomonas e enterobacteriaceas de diversas espécies e, em filés
ap6s 30 dias de congelamento, Staphylococcus e Pseudomonas de diversas

espécies.
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Jesus et al. (2001), estudando a estabilidade quimica e microbioldgica de
"minced fish" produzidos em condi¢des industriais, com espécies de peixes da
Amazdnia, observaram uma variagdo no crescimento de bactérias mesofilicas,
num periodo de 120 dias de estocagem a -18°C, de 4,88 a 6,81 UFC/g e de
psicrotréficas de 4,20 a 6,81 UFC/g.

2.5 Alteracoes fisicas e quimicas da carne

A carne de peixes, tendo maior vulnerabilidade as alteracdes,
principalmente as de origem microrginicas, que manifestam-se mais
intensamente do que em outros produtos alimenticios, levando a modifica¢des
anormais de textura, cor e sabor. Essas modificagdes do peixe capturado
comecam depois do rigor mortis, quando, entdo, se instala o processo de
autdlise, durante o qual se inicia a putrefacdo (Almeida et al., 2005).

O rigor mortis € uma alteracdo fisica na carne, resultado de uma
complexa modificacdo bioquimica no musculo apds a morte do animal. Os
compostos organicos do musculo se quebram pela acdo das enzimas do tecido
muscular. No estdgio inicial, a substdncia que hidrolisa mais rdpido € o
glicogénio, provocando um acimulo de 4cido ldtico no muisculo e reduzindo o
pH. Isto, por sua vez, estimula as enzimas que hidrolisam o fosfato organico. A
diminuic¢do do trifosfato de adenosina (ATP) faz com que a actina e a miosina,
associadas na forma de complexo actomiosina, ndo se separem. A rapidez da
instalacdo e duracdo do rigor mortis depende de fatores como espécie, fatores
fisiol6gicos, grau de exaustdo, tamanho dos peixes, temperatura ambiente da
dgua, peixes cultivados sob induc¢do de locomocgdo, condi¢cdes de abate e peixes
nativos e cultivados. (Neiva 2000; Ogawa & Maia, 1999).

A diferenca em coloragdo ocorre em razdo do alto conteido de
mioglobina e hemoglobina do musculo escuro. O musculo branco de peixe é

muito uniforme em composicdo, indiferente da sua localizacdo. O miisculo
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escuro, no entanto, varia sua composicdo em fung¢do da sua localizacio,
contendo mais lipideos na parte anterior do peixe e mais 4gua e proteina na parte
posterior (Ogawa & Maia, 1999).

A cor das carnes, fator que representa o indice de frescor e qualidade
mais 6bvio para o consumidor, é determinada pela proporcdo relativa das trés
formas da mioglobina (heme pigmentos); mioglobina reduzida (Mb) com
coloracdo vermelho-ptirpura; mioglobina oxigenada ou oximioglobina (0,2 Mb)
com coloracdo vermelho-brilhante e mioglobina oxidada ou metamioglobina
(Met Mb) com coloracdo marrom. Embora a hemoglobina constitua de 12% a
30% do total dos pigmentos nos musculos, a maioria dos estudos considera
somente a mioglobina como indice de cor nas carnes frescas. Como ambas as
proteinas t€m propriedades espectrais similares, as medidas espectrais de cor em
carnes, envolvendo a mioglobina, também registram a contribuicdo da
hemoglobina (Marriot et al., 1967; Govindarajan, 1973; Hood, 1987;
Sarant6polus & Pizzinatto, 1990; Contreras & Beraquet, 1995).

No periodo decorrente do abate, outras alteracdes de cor podem ser
provocadas pelas condi¢des da estocagem sob refrigeracdo, temperatura,
presenca de luz e oxigénio e material de embalagem. Essas condicdes afetam,
com mais intensidade, as carnes bovinas, pelo seu alto conteiido em mioglobina
e pela instabilidade nos padrdes de cor; entretanto, em frangos, o baixo conteddo
em mioglobina torna a cor da carne mais estdvel (Uijttenboogaart & Reimert,
1994).

Shiau & Chai (1985) analisando o cacao (Squalus acanthias) defumado,
observaram a cor expressada por L = 44,3, a=7,0 e b=11,5. Segundo Sousa et
al. (2005), os valores médios de croma a*(10,60) e b*(41,95) foram superiores
nos filés de tildpia defumados em relagdo aos in natura (croma a*(-0,74) e
b*(10,17)), em fungdo da exposi¢do a acdo da fumaga, mas, ndo houve efeito da

classe de peso e da presenca ou ndo de pele. A luminosidade (L*61,70) ndo
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diferiu entre as classes de peso, presenca ou ndo de pele, em filés in natura
comparados aos defumados.

As variagdes na cor da carne fresca geralmente estdo associadas a
diferencas na quantidade de mioglobina, morfologia e pH do musculo. Como
esta € uma propriedade superficial, pode ser avaliada subjetivamente por
pontuagdes conforme padrdes de cor. As caracteristicas da cor do musculo
podem ser afetadas pelo estresse antes do abate, pela idade do animal, a
metodologia empregada na medicdo da cor, a natureza do estressor e pelos

tratamentos antimicrobianos (Apple et al., 1993).

2.6 Propriedades sensoriais

As caracteristicas sensoriais da carne, relacionadas com a sua qualidade,
sdo aspectos que serdo avaliados no momento da compra ou durante sua
degustacdo. A satisfacdo sensorial € um determinante importante no consumo de
alimentos (Anzaldda-Morales, 1994; Modesta, 1994). Entre os atributos
sensoriais mais marcantes na carne de peixes estdo textura, suculéncia, aroma e
sabor. Na avaliacdo dessas caracteristicas, podem-se utilizar métodos sensoriais
(juri de degustadores) (Modesta, 1994).

Segundo Disney (1969), em termos de qualidade e inspe¢do, a flacidez
da carne € a mais util indicagdo das condi¢Ges de alteragdes presente no pescado.

Beirdo et al. (2000) definem a analise sensorial como uma técnica
cientifica utilizada para analisar e interpretar reacdes caracteristicas dos
alimentos, quando sdo percebidas pelos 6rgdos dos sentidos, sendo a avaliagdo
mais freqiiente na industria de pescado e derivados.

As propriedades sensoriais s@o atributos dos alimentos detectados por
meio dos sentidos; ao se levar um alimento a boca, o cérebro recebe informacoes
que ligam os receptores do sabor na lingua (papilas gustativas) e os receptores

olfativos que se encontram no nariz (Courthiade, 1999). A cor e a textura sio
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propriedades sensoriais importantes, sendo mais faceis de avaliar do que o sabor,
pois este se constitui em um fendmeno completo e dindmico que relaciona,
principalmente, os sentidos do olfato e do gosto. O olfato constitui a fisiologia
do sabor porque o aroma (ou odor) é o primeiro atributo que se percebe, antes
até do gosto. Um odor inadequado pode interferir ou modificar um determinado
sabor (Lozano,1999).

Fatores que afetam a avaliacdo das caracteristicas sensoriais,
principalmente o sabor, sdo relacionados a cada individuo (avaliador) e ao meio
ambiente. Sdo fatores como idade, sexo, hordrio de degustacdo, estresse,
condi¢des de sadde, tabagismo, temperatura ambiente e do alimento (Lozano,
1999; Dasso, 1999; Beirio et al., 2000).

Um teste de degustacdo é concebido como um estudo planificado, no
qual os consumidores sdo convidados a avaliar um determinado produto. Para
que a descricdo sensorial seja rigorosa e concreta, o teste deve constar de um
questiondrio simples, que conduza a obtencdo de respostas precisas. O nimero
de juizes utilizado por diferentes autores varia de 4 a 30 (Cotta, 1997).

A avaliagdo das propriedades sensoriais da carne é um procedimento
bastante delicado e de cardter eminentemente subjetivo, ainda que haja esforcos
no sentido do emprego de instrumentacgdo cientifica para esse feito (Pardi et al.,
1995).

Os atributos sensoriais de interesse na carne de peixe sio textura,
suculéncia e paladar (aroma e sabor). A suculéncia estd relacionada com a
producdo de suco durante a mastigacdo e com a gordura intramuscular que
estimula a salivacdo. O aroma é uma sensagdo complexa que envolve uma
combinacdo de odor, sabor, textura, temperatura e, mesmo, o pH. Na auséncia
do aroma, predominam as sensag¢des gustativas de amargo, doce, dcido ou
salgado. Entdo, o paladar é conceituado como a mistura dessas sensagodes

percebidas ao se degustar um alimento. Elas devem provocar uma satisfacio
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bucal, traduzindo-se em um estimulo a saliva¢do, a qual deve provocar uma
sensacdo agraddvel. (Pardi et al., 1995: Rodrigues, 1994). Por meio da avalia¢do
sensorial, podem ser observados efeitos dos tratamentos, dispensados no
processamento de alimentos, em relagdo as propriedades sensorias.

Os tratamentos sanificantes podem levar a alteracdes de intensidades
variaveis, no sabor, cor e odor. Essas alteracdes vdo depender da dose, da
concentracdo, do tempo de contato e do modo de aplicacdo dos sanificantes

(Pohlman et al. 2002; Stivarius et al. 2002; Al-Haddad et al., 2005)
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CAPITULO 2

ACAO SANIFICANTE DO DICLOROISOCIANURATO DE SODIO,
OZONIO E ULTRASOM NA COMPOSICAO CENTESIMAL, ACIDOS
GRAXOS, COLESTEROL E INDICE DE PEROXIDO EM FILE DE
TILAPIA (Oreochromis niloticus)



1 RESUMO

OLIVEIRA, Nelma de Mello Silva. Acdo sanificante do dicloroisocianurato de
sodio, 0zdnio e ultrasom na composi¢io centesimal, dcidos graxos, colesterol e
indice de perdxido em filé de tildpia (Oreochromis niloticus). In: . Acao
sanificante do dicloroisocianurato de sédio, ozonio e ultra-som em filés de
tilapia (Oreochromis niloticus). 2005. Cap.2, p.31-66. Tese (Doutorado em
Ciéncia dos Alimentos) - Universidade Federal de Lavras, Lavras.

No presente trabalho, realizado em Lavras, MG, Brasil, foi avaliado o efeito
dos agentes sanificantes dicloroisocianurato de sédio na concentracdo de 3,0 a
3,5mg/L (T1), dicloroisocianurato de sédio associado ao ultra-som (T2),0z6nio na
concentracdo de 3,0 a 3,5 mg/L (T3). ozbnio associado ao ultra-som (T4) e controle
(T5) sobre a composi¢ao centesimal, perfil de acidos graxos (AG), teor de colesterol e
indice de perdxido de filés de tildpia. Os tratamentos afetaram (P<0,05) a composi¢ao
centesimal. Os sanificantes causaram uma perda de 4gua e aumentaram a
concentracdo de proteinas no filé, tendo esse fato, sido notado mais acentuadamente
no T3 (77,16% de umidade e 19,73% de proteina) quando comparado ao T5 (78,60%
de umidade e 18,71% de proteina). Os AG encontrados em maior propor¢io (%)
foram: C18:109 (30,90); C16:0 (25,20); C18:2m6 (12,80); Cl16:107 (6,70); C18:0
(6,30); C14:0 (4,70); C20:1mw11 (1,50); C20:4w6 (1,30); C18:3m300 (0,90); DHA
C22:6m3 (0,80); C22:5w6 (0,60%), C18:2w6t (0,40%), C18:3w6Y (0,40%), C22:503
(0,40%) e C20:5w3 (0,10%). Foi demonstrada diferenca significativa (P<0,05) na
fracdo lipidica para AGS, AGM e AGP entre os tratamentos propostos. Os AGS
apresentaram diferenca entre os T3, T4 e T5, com as respectivas médias 37,00%,
33,50% e 36,30%. Os T1 e T2 (34,90% e 34,80%) nao diferiram entre si, mas foram
diferentes dos T3, T4 e T5 (39,30%, 36,30% e 39,10%) para AGM. O T3 foi o que
mais preservou a fracio AGM. Os AGP ndo apresentaram diferenca entre os T1 e T2
(23,00% e 22,50%) e os grupos T3, T4 e T5 (18,30%, 20,40% e 17,70) diferiram entre
si, tendo que o T1 apresentado as maiores médias. Obteve-se uma reducdo mais
acentuada do nivel de colesterol no grupo T2 (43,94 mg/100g) quando comparado
com TS5 (54,77 mg/100g). Os teores médios de perdxido encontrados nos filés
submetidos aos tratamentos ndo revelaram diferenca estatistica segundo andlise de
variancia (P>0,05), apesar de os valores serem bastante diferentes, apresentando uma
variacdo de 6,07 a 39,57 meg/kg.

Termos para indexacdo: analise centesimal, dcidos graxos, colesterol, perdxido e
tildpia (Oreochromis niloticus).
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2 ABSTRACT

OLIVEIRA, Nelma de Mello Silva. Sanitizer actions of the sodium
dichloroisocyanurate, ozone and ultrasound in the centesimal composition, fatty
acids, cholesterol and perioxid index in tildpia’s filet (Oreochromis niloticus).
In: . Effect of sodium dichloroisocyanurate, ozone and ultrasound in
Nile tilapia’s filets (Oreochromis niloticus). 2005. Chapter 2, p.31-66. Thesis
(Doctorate in Food Science) — Universidade Federal de Lavras, Lavras.

The present research had as objectives to study the effects of chlorinated
water (sodium dichloroisocyanurate — 3,0 to 3,5 mg/L) (T1); chlorinated water
associated to ultrasound (T2); ozonated water (3,0 to 3,5 mg/L) (T3) and
ozonated water associated to ultrasound and control (T5) on centesimal
composition, profile of fatty acids, cholesterol tenor and peroxide in tilapia
filets. The filets were treated by immersion in the solutions, pH 6,0, at 5°C, for
20 minutes. The treatments affected the centesimal composition. Sanitizers
caused a loss of water and increased the concentration of proteins in the filets,
more strongly in T3 (77,16% of humidity and 19,73% of protein) when
compared to TS (78,60% of humidity and 18,71% of protein). The fatty acids
was founded in larger proportion (%): C18:1 9 (30,90); C16:0 (25,20); C18:2 6
(12,80); C16:1 7 (6,70); C18:0 (6,30); C14:0 (4,70); C20:1 11 (1,50); C20:4 6
(1,30); C18:3 3 (0,90); DHA C22:6®m3 (0,80); C22:5w6 (0,60), C18:2w6t (0,40),
C18:3w6 (0,40), C22:573 (0,40) and C20:5w3 (0,10). Significant difference was
showed in saturated fatty acids (SFA), monounsaturated fatty acids (MUFA) and
polyunsaturated fatty acids (PUFA) among treatments. SFA presented difference
among T3, T4 and T3, with the respective averages 37,00%, 33,50% and 36,30%. T1
and T2 (34,90% and 34,80%) don't differed amongst themselves, but they were
different from T3, T4 and T5 (39,30%, 36,30% and 39,10%) for MUFA. T3 treatment
preserved more fraction of MUFA. The PUFA was similar between T1 and T2
(23,00% and 22,50%) and the groups T3, T4 and TS5 (18,30%, 20,40% and 17,70%)
differed amongst themselves, and T1 presented the largest averages. It was obtained
an accentuated reduction in level of cholesterol in the group T2 (43,94 mg/100g),
when compared to TS (54,77 mg/100g). There was not statistical difference in
peroxide level among treatments.

Keywords: analysis centesimal, fatty acids, cholesterol, peroxide, filets, Oreochromis
niloticus.
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3 INTRODUCAO

A utilizacdo de peixe na alimentacdo humana tem sido recomendada
pelos profissionais de saide, devido a composicio em 4cidos graxos
polinsaturados (AGPI), que proporcionam efeitos benéficos a saude, reduzem o
colesterol e a LDL (Bang & Dyerberg, 1979; Watkins, 1998; Pereira, 2003). Por
outro lado, diversos trabalhos evidenciaram que os dcidos graxos saturados e o
colesterol da dieta podem elevar o colesterol sérico e a lipoproteina de baixa
densidade (LDL), e reduzir a lipoproteina de alta densidade (HDL) (Pereira,
2003).

As dietas das populacdes ocidentais apresentam elevado consumo didrio
de lipidios, portanto, os Comités Internacionais de Nutricdo e Alimentacdo
ligados a FAO/OMS tém proposto que esse consumo ndo deve exceder a 30%
do caldrico total (VCT) (Valenzuela et al., 1991).

Os lipideos de pescado contém quantidades elevadas de acidos graxos
insaturados, que sdo suscetiveis a oxidacdo (Aratjo, 1995). Essas reacOes de
oxidacdo se realizam por mecanismo de radicais livres e se caracterizam por um
periodo de inducgdo, seguido por uma absor¢do acelerada de oxigénio e termina
com a producdo de perdxidos, odor, rango e outros produtos de polimerizacio
(Bobbio & Bobbio, 1992). A velocidade de reagdo do oxigénio e dos lipideos
pode ser retardada pela adicao de antioxidantes que atuam rompendo a cadeia de
radicais livres ou decompondo os peréxidos. Os perigos alimentares de ingestao
de lipideos de pescado oxidados sdo decorrentes dos perdxidos e reacdes que
estes possam desencadear no organismo humano. Em geral, os efeitos de 6leo de
pescado oxidado refletem danos secundarios com a formagao de radicais livres a
partir da decomposi¢do dos perdxidos (Beirdo et al., 2003; Fuller & Jialal,

1994).
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Os radicais livres tém capacidade de destruir as vitaminas A e E. A
vitamina E (tocoferol), ao ser oxidada, transforma-se num radical livre
(tocoferoxil); por outro lado, a vitamina C reduz o tocoferoxil, fazendo com que
ele volte a ser a vitamina E. O LDL oxidado aumenta a atividade da acetil- CoA
e a esterifica¢do do colesterol, proporcionando a entrada de colesterol na célula.
A vitamina E promove a contraposicdo desses efeitos (Pereira, 2003; Fuller &
Jialal, 1994).

As tildpias, de forma geral, apresentam umidade de 65% a 80%
(Contreras-Guzman, 1994; Shearer, 1994), teor de gordura de 0,5 a 0,3 g/100 g
(Shearer, 1994) e de proteina de 15% a 27% (Stansby, 1962; Shearer, 1994).
Além disso, sua composi¢do quimica, associada as condigdes extrinsecas do
pescado, tais como: tecidos musculares pobres em tecido estromdtico que
reveste os midtomos, pH post mortem elevado, acdo rapida das enzimas
proteoliticas e digestivas, e contaminagdo microbiana, determina reducdo na
vida de prateleira e representa riscos a saude publica.

Os 4cidos graxos que compdem os lipidios de pescado refletem a
variabilidade de 4cidos graxos presentes na dieta destas espécies (Henderson &
Tocher, 1987). Em pesquisas realizadas no Brasil, foi demonstrado que peixes
de cativeiro, alimentados exclusivamente com racdes comerciais, apresentaram
baixos niveis de AGPI, quando comparados a espécies nativas (Moreira et al.,
2001; Maia, 1992). Os baixos teores de AGPI encontrados nestes peixes podem
estar diretamente relacionados aos baixos teores de dcidos graxos existentes nas
ragdes fornecidas.

A utilizag@o de agentes sanificantes (como, por exemplo, hipoclorito de
sodio e quaterndrio de amdnio) pode promover um aumento na vida de prateleira
do produto resfriado (Silva et al., 2001), pois eles atuam no controle
microbiolégico de alimentos. Assim, métodos quimicos e fisicos, tais como:

cloro, ozdnio e ultra-som podem ser utilizados de forma isolada ou associados
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entre si ou a outros métodos (Torres et al., 1996; FDA, 2000; Datta, 2002) a fim
de obter um controle de qualidade. Embora Oetterer (1991) descreva que os
sanificantes ndo interferem nos componentes do alimento, € possivel que os
sanificantes possam afetar as gorduras.

O objetivo deste trabalho foi estudar o efeito dos compostos 0zodnio,
dicloroisocianurato de sddio e ultra-som utilizados como sanificantes sobre o

perfil de 4cidos graxos, teor de colesterol e indice de peréxido em filé de tildpia.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material experimental

Os peixes utilizados no presente estudo foram tildpias (Oreochromis
niloticus) adultas e com peso vivo médio de 800 g (+ 50g), cultivados em
tanques de terra da estacdo de piscicultura da Universidade de Alfenas (atitude
21°25’S, longitude 45°58’S e altitude de 800 m). O clima nessa regido é subtropical
umido com temperatura média anual de 20,5°C (Instituto Nacional de Meteorologia).

O sistema de cultivo utilizado foi o intensivo, usando na alimentacao
racdo com um teor de 28% de proteina bruta e energia de 3200 kcal/kg de
energia metabolizdvel (EM), fornecida duas vezes ao dia.

Os animais foram retirados dos tanques de terra, da fase de terminacdo,
colocados em tanques (caixas de fibra de vidro) e submetidos a um periodo de
24 horas de depuragdo. Posteriormente, as tildpias insensibilizadas em tanques

com 4gua e gelo (5 °C) foram evisceradas e fileteadas sem peles.

4.2 Tratamentos

O total de 15 filés de tildpa foi dividido aleatoriamente em 5 grupos (de
3 filés), que foram submetidos aos tratamentos e, posteriormente, feita a andlise
centesimal com 3 repeticoes.

A determinacdo do perfil de 4cidos graxos, colesterol e indice de
perdxido foi feita em 20 filés, os quais foram divididos em 5 grupos. Cada grupo
foi submetido a um dos tratamentos e realizadas as andlises com 3 repeti¢des.

Os 5 grupos (de 3 filés) destinados a andlise centesimal e mais os 5
grupos (de 4 filés) destinados as andlises de perfil de 4cidos graxos, colesterol e
indice de perdxido, foram submetidos aos seguintes tratamentos: T1 &dgua

clorada (dicloroisocianurato de sédio) com 3,0 a 3,5 mg/L, T2 4dgua clorada mais
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o ultra-som, T3 4gua ozonizada com 3,0 a 3,5 mg/L, T4 4gua ozonizada mais o
ultra-som e TS — controle.

Os tratamentos foram aplicados por imersdo dos filés em solucdo a
temperatura de + 5°C em cuba lavadora ultra-sonica (a¢o inoxidavel) por 20
minutos (as concentra¢cdes foram monitoradas a intervalos de 5 minutos).
Imediatamente apds os tratamentos, as amostras foram congeladas a — 70°C até
serem processadas as andlises.

A concentracdo de cloro foi determinada conforme previsto na legislacio
(Brasil, 1999). O residual de cloro foi determinado por colorimetria por
comparacao visual, utilizando a solucdo padrdo de N.N. dietil-p-fenilendiamina
(DPD) e confirmado pelo método iodimétrico indireto, sendo o tiossulfato de
sédio a 0,1N a solucdo titulante (APHA, 1992).

A concentragdo de ozo6nio foi determinada segundo Chang & Sheldon
(1989), monitorada com o auxilio do monitor Residual Ozone System (ROS)
modelo 26506 e sensor 31.331.15 (Orbisphere Laboratories®). Esse aparelho
possui uma célula eletroquimica que determina o residuo de o0zdnio por
diferenca de condutividade. Essa medida foi confirmada pelo método
iodimétrico, que utiliza o tiossulfato de sédio a 0,IN como solugdo titulante
(APHA, 1992).

A temperatura da soluc¢do de resfriamento foi determinada com auxilio
de um termdmetro acoplado a cuba lavadora, para verificar a temperatura no
inicio, meio e fim da aplicagc@o dos tratamentos.

Na determinag@o do pH, retirou-se uma amostra da dgua de cada tratamento
e, por meio de tiras reagentes, com escala de 0 a 14 e intervalo de 0,2 unidades

de pH, fez-se a medicdo. O pH da dgua dos tratamentos foi, em média, 6.

4.2.1 Sistema de cloracao

No tratamento com cloro foi utilizada dgua da rede de abastecimento da
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Unifenas, que passa por tratamento de cloracdo convencional, no proprio
campus. Para sua utilizacao, instalou-se no seu ponto de chegada, no laboratério,
um filtro de carviao para reter o residual de cloro. Essa dgua foi utilizada para o
abastecimento de uma caixa d’dgua de fibra de vidro, com capacidade para 250
litros, sendo a mesma conduzida por tubulag@o a cuba ultra-sonica.

O produto comercial utilizado foi o dicloroisocianurato de sddio (nome
comercial Aquatabs®, Bayer). A solu¢io de 4gua clorada utilizada nos
tratamentos foi preparada com 250 litros de dgua adicionada de uma pastilha de
2,5 g de dicloroisocianurato de s6dio, que produziu um residual de cloro livre de
3,0 23,5 mg/L.

A refrigeracdo da solucdo foi feita com 40 kg de gelo fabricado com
dgua potdvel e picado, necessario para manter a temperatura dos 250 L de dgua

entre 3 a 5°C por, aproximadamente, 30 minutos.

4.2.2 Sistema de ozonizacao

A dgua utilizada para o tratamento com ozOnio foi obtida da rede de
abastecimento da Unifenas, passando por tratamento de clora¢do convencional,
no préprio campus. Para sua utilizacdo, instalou-se no seu ponto de chegada, no
laboratério, um filtro de carvao para reter o residual de cloro. Essa dgua foi
utilizada para o abastecimento de uma caixa d’dgua de fibra de vidro, com
capacidade para 500 litros.

O ozonio foi obtido no préprio laboratério de microbiologia e fisiologia
de microrganismos da Unifenas, sendo produzido por um gerador que foi
alimentado por um cilindro de 100 kg oxigénio. O gerador utilizado foi o
modelo EAS 470 DC, que apresenta capacidade de 10 g/h a 3% de concentragio
em peso de ozdnio gerado, quando operado com vazdo de oxigé€nio de 4,2
L/min, & pressio de 1,0 kgf/cm®. O cilindro de oxigénio foi conectado ao gerador

através do regulador de pressdo e fluxdmetro. O ozdnio produzido pelo gerador
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foi conduzido até a caixa d’agua por meio de tubulagao.

No periodo de ozonizagdo da dgua, utilizou-se um sistema fechado de
resfriamento em que o ozonio foi concentrado na caixa d’agua, através de um
conjunto venture (bomba de recirculagdo). A dgua ozonizada passou por
serpentina imersa em tanque isotérmico, contendo 40 kg de gelo seco, 20 L de
dgua e 2,5 L de alcool, atingindo a temperatura de 3°C a 5°C e chegando a cuba
ultra-sonica por meio da tubulacio da serpentina.

O sistema foi operado com 5 L de oxigénio por minuto e pressao de 0,5
kgf/cm®, com produgio 6,88 g/h de ozonio. Trabalhando sob as condigdes
ajustadas, ap6s 30 minutos de saturacdo, os 500 L de dgua adquiram um residual

de ozdnio entre 3,0 a 3,5 mg/L

4.3 Composicao centesimal

As amostras foram homogeneizadas em multiprocessador até a obtengdo
de uma massa homogénea. A proteina bruta foi quantificada pelo método de
andlise de nitrogénio Kjeldahl, os lipidios totais foram determinados pelo
método de Soxhlet, a umidade em estufa a 105°C até a obtencdo de peso
constante e as cinzas em mufla a 550°C (AOAC., 1990). As andlises foram

realizadas em triplicata.

4.4 Perfil de acidos graxos (AG)

A extracdo lipidica foi realizada segundo Folch et al. (1957); cinco
gramas foram homogeneizados em 50 mL de cloroférmio/metanol (2:1). O
homogeneizado foi filtrado para um funil de separacio de 250 mL,
permanecendo em repouso por 2 horas para separacio fisica. A fracdo apolar do
homogeneizado, contendo lipideos e cloroférmio, foi recolhida e a fracdo polar
descartada. A frag@o apolar foi submetida a nova separacdo por 12 horas; dessa

outra separacdo, a fracdo apolar foi recolhida em baldao volumétrico e foi
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adicionado cloroférmio até completar 50 mL. Do extrato obtido, 5 mL foram
retirados de seu conteddo para determinacdo do perfil de acidos graxos e 5 mL
para a determinagdo do colesterol.

As amostras, para determinagdo dos diferentes acidos graxos, foram
inicialmente saponificadas com hidréxido de sédio com metanol 0,5M e
metiladas com solugao de cloreto de amonio, metanol e dcido sulfirico, segundo
metodologia de Hartman & Lago (1973). Apds a metilagdo e resfriamento,
adicionaram-se 2 mL de éter de petrdleo, completado o volume de 50 mL com
solugdo saturada de cloreto de sédio, agitando-se e, finalmente retirada aliquota
de 1uL para a injecdo.

As amostras foram injetadas em cromatégrafo gasoso, marca Konic,
modelo HRGC 4000A, equipado com coluna CP Sil 88 Tailor Made FAME
(Chrompak), coluna 50 m x 0, 25 mm id; filme 0,2; gds de arraste hidrogénio
com fluxo 0,5 mL/min. As condi¢cdes cromatograficas foram as seguintes:
temperatura inicial da coluna, 180°C; temperatura final da coluna, 225 °C; taxa
de programacdo (Ratio)- 5°C/min; split na razdo de 1:75; temperatura do injetor-

270°C; e temperatura do detector de 300°C (Firestone, 1998).

4.5 Colesterol

A extracdo do colesterol foi feita segundo Stewart et al. (1992), em que
aliquotas de 1 g das amostras foram colocadas em tubos de ensaios e
adicionados 4 mL de hidréxido de potassio a 50% em 4gua e 6 mL de etanol
95%. A fragdo insaponificdvel (colesterol) foi extraida com hexano, submetida a
purificacdo e, finalmente retirou-se aliquota de 1 pL para a injecao.

A determinacdo de colesterol foi feita em cromatdgrafo gasoso, marca
Pharmacia, modelo LKB com detector UV-Vis, equipado com coluna Inertsil
ODS-3 (150 x 4,6 mm, 5 mm - Chrompack) - com coluna de guarda ou RP-18

(125 x 4 mm, 5 mm - Merck) - com coluna de guarda, valvula de inje¢do: 20

41



mL; com detector: UV-VIS fixado a 210 nm; tendo fase mével: acetonitrila +
1sopropanol (70:30, v/v) e fluxo = 1 mL/min, segundo metodologia descrita por

Bragagnolo & Rodriguez-Amaya (1997).

4.6 Indice de peréxido

O indice de perdxido foi avaliado pelo método que determina todas as
substincias que oxidam iodeto de potdssio (KI), em miliequivalentes de
perdxido por 1000 g de amostra, segundo Firestone (1998).

Essa metodologia consistiu em pesar 5 g da amostra em erlenmeyer de
250 mL, adicionando-se 30 mL de acido acético cloroférmio (o acido torna o
meio mais propicio a reagcdo e o cloroférmio dissolve a amostra) e agitando o
fraco até a dissolucdo da amostra. Posteriormente, foram adicionados 0,5 mL de
solucdo saturada de iodeto de potéssio (KI), deixando o produto de repouso por
1 minuto em local escuro, com agitacdo ocasional e em seguida adicionaram-se
30 mL de dgua destilada. Esse procedimento facilita a reacdo de adi¢do do
potdssio aos perdxidos, o que é favorecido pela falta de luz. Transcorrido o
repouso, fez-se titulagdo com Na,S,0; a 0,IN até que a coloracido escura
desaparecesse. Adicionaram-se 0,5 mL de solu¢do de amido indicador e
continuou-se a titulagdo até o desaparecimento da coloracdo azul. Os peréxidos
presentes na amostra liberaram o iodo do KI na forma I, e esse reagiu com o
amido, formando uma colorag@o azul e a titulagdo com agente redutor (Na,S,0;)
fez com que a coloragdo azul escuro sumisse. A quantidade de I, liberada
depende da quantidade de perdxido presente na amostra, Portanto, o indice de

perdxido € calculado pela férmula:

SxNx1000 em que: S = volume de Na,S,0; gasto na titulagio

amostra(g) N = normalidade da solucéo
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4.7 Andlise estatistica

O delineamento experimental utilizado para andlise centesimal foi
inteiramente casualizado (DIC) com 5 tratamentos (T1, T2, T3, T4 e T5). Para
avaliar a composicao centesimal foram utilizados 5 grupos de amostra com 3
filés de tildpia; nas andlises de dcidos graxos, colesterol e indice de perdxido,
foram utilizados 2 grupos para cada um dos tratamentos, cada um contendo 4
porcdes dfe filés (Vieira, 1999).

O modelo estatistico para todas as andlises centesimais, perfil de acidos
graxos, colesterol e indice de peréxido foi:

Yij =y + Ti + eij em que:

Yij = valor obtido pelo tratamento i, na repeti¢ao j

p=média geral do experimento

Ti= efeito do tratamento sanificante i (i = 1:5)

eij= residuo aleatdrio do tratamento i, na repeti¢do j (j = 1:3).

Todos os dados foram submetidos a andlise de variincia (programa
estatistico SPSS, versdo 11.5, 2002), e quando a andlise de variincia determinou
diferenca significativa para uma resposta, os dados da mesma foram submetidos
ao teste de Tukey (Vieira, 1999).

Identificada a heterogeneidade de variancias (teste F de Hartley, p<0,05),
os dados foram submetidos a andlise ndo-paramétrica. Diferencas entre grupos
foram avaliadas pelo teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis (p<0,05) e

comparagdes pareadas, conduzidas por teste de Mann-Whitney (p<0,05).
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5 RESULTADO E DISCUSSAO

5.1 Composicao centesimal
As médias para umidade, proteina, lipidios totais e cinzas de filés de tilapia

submetidos aos tratamentos sanificantes sdo apresentados na Tabela 1.

5.2 Umidade

A andlise estatistica demonstrou efeito significativo (P<0,05) dos
tratamentos sobre a umidade dos filés de tildpia, como € observado na Tabela 1.
Os resultados para umidade encontrados nos tratamentos para
dicloroisocianurato de sédio associado ao ultra-som (78,00%), oz6nio (77,16%),
e controle (78,60%) foram estatisticamente diferentes entre si e o 0zdnio
também foi diferente do tratamento com dicloroisocianurato de sddio.
Entretanto, quando comparados os compostos dicloroisocianurato de sédio (78,
24%) e ozobnio associados ao ultra-som (78,14%), constatou-se que nao houve
diferenca siginificativa entre as médias. Dentre os grupos analisados, os filés do
grupo controle mostraram média elevada (78,60%) e os filés tratados com
0zOnio, média mais baixa (77,16%) do que os demais, diferindo estatisticamente
de todos os tratamentos (Tabela 1).

Os compostos em questdo, dicloroisocianurato de sédio e o0zonio,
associados ou ndo ao ultra-som, podem interagir com proteinas e lipidios do
sarcolema (membrana da fibra muscular) (Blook, 1991; Gurley, 1985; Kim et
al., 1999) com a conseqiiente ruptura e perda de dgua das células que entram em

contato com o sanificante.
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TABELA 1 Médias de umidade, proteina, lipidios totais e cinzas (%) em filés de

tildpia.
Tratamentos Umidade Proteina Lipidios Cinzas
T, 78,24 19,15® 1,44° 0,19
T, 78,00 19,52* 1,33¢ 0,18
T, 77,16° 19,73 1,74 0,20°
T, 78,14 19,05 3,19 0,17°
Ts 78,60° 18,71¢ 2,33 0,17°

Médias seguidas de letras diferentes, na linha, diferem estatisticamente entre si,
pelo Teste de Tukey, a 5 % de significancia.

T1 — Tratamento com dicloroisocianurato de sodio; T2 - Tratamento com
dicloroisocianurato de sédio associado ao ultra-som; T3 - Tratamento com
ozoOnio; T4 - Tratamento com 0zOnio associado ao ultra-som; TS5 — Controle.

Comparando-se a umidade dos filés tratados com a dos filés do grupo
controle, verifica-se que ocorreu uma perda de dgua, que € de 0,45% para o
dicloroisocianurato de sédio, 0,76% para o dicloroisocianurato de sddio
associado ao ultra-som, 1,83% para o ozonio e 0,58% para o ozdnio associado
ao ultra-som. Essa perda de dgua pode estar relacionada com os mecanismos de
interacdo dos compostos sanificantes com a membrana celular. E como as
proteinas estromdticas protegem pouco a estrutura fisica do conjunto de fibras, é
possivel que ocorra agcdo sanificante sobre o meio cdrneo e, conseqiientemente,
uma menor reten¢do de dgua nos filés tratados em comparacdo aos filés do
grupo controle. Essas justificativas ndo foram relatadas na literatura.

A variagdo média do teor de umidade encontrado nos filés de tilédpia,
quando submetidos aos tratamentos propostos, foi de 77,16 a 78,60%. Ferreira et
al. (2004), avaliando filés de tilapia abatidas com 700 g, encontraram média de
79,39%. Souza et al. (2004) observaram em filés de tildpia in natura, médias de

77,91%. Essas médias assemelharam-se aos valores entre 76% a 83% |,
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encontrados por Ankade (1989), Contreras-Guzman (1994), Lima & Zappata
(1998) e Soccol et al. (2002), embora Sikorski (1990) descreva que esses
percentuais podem variar de 58% a 83%, quando analisados diferentes tipos de
pescados.

Clement & Lovell (1994) relataram médias de umidade de 73,5% para
filé de tildpia, entretanto, Ogawa & Maia (1999) relata valores médios com

variagdes de 60% e 85% de umidade.

5.3 Proteina

Os tratamentos afetaram significativamente (P<0,05) os valores de
proteina (Tabela 1). Médias de proteina mais elevadas foram observadas nos
tratamentos T3, T2 e T1 (19,73%, 19,52% e 19,15%, respectivamente) do que
nos tratamentos T4 e T5 (19,05% e 18,71%, respectivamente). Isso significa que
os filés de tildpia do grupo controle e do tratado com 0z06nio associado ao ultra-
som apresentaram menos proteinas do que os tratados com dicloroisocianurato
de sdédio, dicloroisocianurato de sédio associado ao ultra-som e 0zOnio.

As médias de proteinas variaram de 18,71% a 19,73%. Esses valores
encontram-se proximos ao descrito por Clement & Lovell (1994), que foi de
20,30% para filés de tildpia, abatidas com 585gramas. Valores mais baixos de
proteina (16,47%) foram relatados por Ferreira et al. (2004) em tildpia de 700
gramas e também por Soccol et al. (2002) de 15%-18%, tratando da mesma
espécie. Entretanto, Souza et al. (2004) obtiveram um valor de proteina
(25,65%) que foi superior.

Avaliando-se o comportamento dos dados de umidade e proteina,
verifica-se que o grupo controle apresentou um maior percentual de umidade e
um menor percentual de proteinas, ou seja, tratamentos sanificantes causaram
uma perda de dgua que foi confirmada pelo aumento do percentual de proteina

nas amostras de filés. Ou seja, a perda de 4dgua causou uma concentragio
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significativa nos indices de protefnas no presente estudo. No tratamento T3, esse
efeito apareceu; entretanto, no T1, T2 e T4 foi observado, mas, com menor

intensidade.

5.4 Lipidios

Os tratamentos apresentaram diferencas siginificativas (P<0,05) nos
lipidios totais (Tabela 1). Os tratamentos com ozonio (1,74%) e ozbnio
associado ao ultra-som (3,19%) apresentaram os teores mais elevados de lipidios
e os tratamentos com dicloroisocianurato de sédio (1,44%) e dicloroisocianurato
de sodio associado ao ultra-som (1,33%) obtiveram os menores teores. Soares et
al. (1998) encontraram teores de lipidios totais em peixes inteiros e em filés de
tildpia de 8,06% e 2,25% respectivamente. E possivel que esses resultados sejam
devido a variacdo de gordura entre os peixes escolhidos para compor o lote, em
decorréncia de regime alimentar que também incluia fitoplancton existente nos
tanques de terra. O fitoplancton é um alimento natural de alto valor nutritivo
constituido de proteinas, lipidios, vitaminas e minerais (Kubitza, 2000; Biato,
2005). A variacdo média encontrada na fracdo lipidica foi de 1,33% a 3,19%,
estando este intervalo de acordo com os resultados de Ferreira (1987) e Mujica
(1988) que foi de 2,2% a 2,4%, e Socool et al. (2002) de 2,80% a 3,62% em filé

de tildpia.

5.5 Cinzas

Os teores médios de cinza dos filés de tildpia variaram entre 0,17% a
0,20% e sao apresentados na Tabela 1.

A fracdo cinza dos filés de tildpia tratados, somente no tratamento com
ozonio (0,20%), apresentou diferenca significativa em relagdo ao o0zo6nio
associado ao ultra-som (0,17%) e ao controle (0,17%).

Segundo Souza (2004), os resultados médios observados, no peixe
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inteiro e filés in natura, para o teor de substincias minerais, foram de 3,41% e
1,04%. respectivamente, resultado muito superior aos encontrados no presente
experimento. Clement & Lovell (1994) encontraram teores de 2,3% para cinzas,
utilizando tildpia em seus experimentos.

Nataranjan & Sreenivasan (1961), analisando 36 peixes de dgua doce, de
espécies diferentes, obtiverem um resultado de substincias minerais entre 0,81%
e 1,95% para filés e, nos peixes inteiros, atingindo até 5,14%, sendo ambos o0s
tipos de amostra in natura.

Segundo Sales & Sales (1990), o conhecimento quantitativo da
composi¢do quimica dos musculos de peixe de interesse comercial € importante
para a formulagdo de dietas apropriadas, como também na defini¢ao de
procedimentos técnicos para as industrias de processamento de pescado. A
composi¢do quimica, dependendo do tipo de processamento a ser utilizado, pode
interferir no sabor, na textura e na estabilidade dos dcidos graxos, seja pelo
aumento da insaturacdo, ou pela variacdo dos antioxidantes naturais presentes

(Siqueira, 2001).

5.6 Perfil de acidos graxos (AG)

Os 4cidos graxos predominantes na fracdo lipidica dos filés de tildpia
nao tratados foram em ordem decrescente: C18:1w9 (30,90%), C16:0 (25,20%),
C18:2w6 (12,80%), Cl6:107 (6,70%), C18:0 (6,30%), C14:0 (4,70%),
C20:1w11 (1,50%), C20:406 (1,30%), C18:3w3a (0,90%), DHA - C22:6w3
(0,80%), C22:5w6 (0,60%), C18:2w6t (0,40%), C18:3w6Y (0,40%), C22:5w3
(0,40%) e C20:5w3 (0,10%).

Com relagao aos totais de 4cidos graxos saturados (AGS), 4cidos graxos
monoinsaturados (AGM) e 4cidos graxos polinsaturados (AGP), as médias
foram de 36,20%, 39,10% e 17,70% (Tabela 2).

Os tratamentos influenciaram os AGS (C14: 0 e C16: 0); os AGM (Cl16:
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1w7, C18: 1 @9 e C20: 1mw11); e, os AGP (C18: 3w3, C18: 3mw6, C20: 46, C20:
Sm3, C22: 5mw6, C22: 5Sw3, C22: 6m3). Como a acdo sanificante do
dicloroisocianurato de sédio e do ozonio estd relacionada com o poder oxidante
(Macedo, 2000), é possivel que o efeito significativo dos tratamentos sobre os
diferentes 4cidos graxos seja resultado da oxida¢do de alguns 4cidos graxos
(Chen et al., 1992; Menzel, 1984). Outro fator que também pode ter determinado
diferenca € a variacdo entre o material experimental, que apresentou peso médio
de 800 g (+ 50g).

Menzel (1984) postulou que o ozbénio pode gerar a formagdo de
substancias toxicas em alimentos, resultado da oxidacao de tecidos protéicos ou
4cidos graxos insaturados do mesmo. Contudo, Chen et al. (1992), avaliando a
atividade mutagénica do ozo6nio, tanto em gorduras quanto em extratos soldiveis
de camardo, detectaram que a imersdo em solu¢io de ozdnio (5 mg/L durante
120 min) ndo induziu a formacao de produtos mutagénicos nos mesmos.

A andlise de varidncia (P<0,05) demonstrou diferenca significativa em
fracdo lipidica de AGS, AGM e AGP entre os tratamentos propostos, como pode
ser avaliado na Tabela 2.

Os 4cidos graxos saturados apresentaram diferenca entre os tratamentos
T3, T4 e TS, com as respectivas médias de 37,00%, 33,50% e 36,30%,
observando-se que o tratamento com ozo6nio foi o que mais preservou a fragao
AGS. Os tratamentos T1 e T2 (34,90% e 34,80%) ndo diferiram entre si, mas
foram diferentes dos tratamentos T3, T4 e TS (39,30%, 36,30% e 39,10%) para
AGM, mostrando que o tratamento com ozdnio foi o que mais preservou a
fracdo AGM. Os AGP nio apresentaram diferenca entre os tratamentos T1 e T2
(23,00% e 22,60%) e os grupos T3, T4 e T5 (18,30%, 20,40% e 17,70) diferiram
entre si, tendo os tratamentos com dicloroisocianurato de sédio apresentado as

maiores médias. As médias de AG estdo representadas na Tabela 2.
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TABELA 2 Média de 4cidos graxos (% lipidios totais) em filés de tildpia.

AG T1 T2 T3 T4 T5
Miristico (C14: 0) 4,00°°  430°° 380" 420" 4,70°
Palmitico (C16: 0) 22,80° 22,70° 27,50 22,80° 2520°
Estedrico C18: 0 6,40*  6,60° 6,60 650° 630"
Total de AGS 3220 33,60 37,00 33,550 36,20
Palmitoléico (C16: 1w7) 540° 570" 570" 580" 6,70
Oléico (C18: 109) 28,20° 27,70° 32,00* 29,00™ 30,90%°
Eicosendico (C20: 1o11) 1,30° 140" 1,60 1,50*° 1,50°°
Total de AGM 3490 3480 39,30 36,30 39,10
Trans linoléico (C18: 2w6t) 0,40* 0,40* 030" 0,30 0,40
Linoléico (C18: 206) 13,90* 13,60* 14,20 11,20* 12,80°
o -linolénico (C18: 3m30) 0,90 090" 090" 240* 090"
y —linolénico (C18: 3w6y) 0,50* 0,50 030" 040° 040°
Araquidénico (C20: 4w6) 2,90 3,00 080° 1,40° 130"
Eicosapentaenéico (C20: 503)  0,20°  0,10° 0,10° 030* 0,10"
ISchg)osapentaenéico (C22: 1.30° 1.20° 0.40° 0.8 o 0, 60
lsbcgg)osapentaenéico (C22: 0.80° 0,70° 0.30° 1.10° 0.40¢
Docosahexaendico (C22: 603) 2,10 2,20 1,000 2,50°  0,80°
Total de AGP 23,00 22,60 18,30 20,40 17,70

Médias seguidas de letras diferentes, na linha, diferem estatisticamente entre si,
pelo Teste de Tukey, a 5% de significancia.

T1 = dicloroisocianurato de sddio, T2 = dicloroisocianurato de s6dio associado a
ultra-som, T3 = 0zdnio, T4= 0z06nio associado a ultra-som e TS5 = controle.
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Os AG C18: 2m6 e C18: 3m3 sdo considerados essenciais, pois sdo os
precursores para a sintese de muitos AGP, como os 4cidos C20: 4m6, C20: 503
e C22: 6m3 (Spector, 1999). Os AG derivados da acdo de enzimas, como as
cicloxigenases e lipoxigenases, formam os eicosandides, substancias
moduladoras de muitas fungdes vitais, participando de processos secretorios,
digestivos, reprodutivos, imunoldégicos e circulatérios (Mancini-Filho &
Chemin, 1996).

Entre os AGP, o acido linoléico (C18: 2m6) encontrado nos filés tratados
no presente estudo (Tabela 2) apresentou percentual médio superior (14,20%) no
grupo T3 quando comparado aos dos outros tratamentos. Possivelmente, este
fato deve-se a uma menor intensidade na reagdo de oxidacao, levando a uma
maior preservacdo desses AGP, sendo o ozo6nio altamente volatil (Garcia et al.,
2003) e ndo permanecendo no produto tempo suficiente para que essa reagio
fosse intensificada. A temperatura dos tratamentos pode também ter auxiliado,
retardando essa reagcdo (Torres et al., 1996). Em estudo dos diferentes métodos
de coccdo de filés de tildpia, Ferreia et al. (2004) observaram percentual
(14,27%) semelhante do 4cido linoléico (C18: 2m6) em filés de til4pia crus.

Comparado ao grupo controle, ndo houve diferencas significativas no
perfil de &cidos graxos w6 extraidos nos diferentes tratamentos (p>0,05).
Contudo, foi identificado um aumento no teor de 4cidos graxos @3 obtidos
quando do tratamento das carcagas com dicloroisocianurato de sédio ou 0zo6nio,
associados ao ultra-som (p<0,05), ndo verificado na auséncia deste dltimo.

O ultra-som é conhecido por propiciar um conjunto de alteragdes na
estrutura de dcidos graxos insaturados, em curto periodo de tempo (15 a 30
minutos), temperatura ambiente e freqiiéncia de 20 kHz (Jie & Kalluri, 1996b),
tais como deidrobrominacdo, formando derivados acetilénicos, com grupos
funcionais adicionados (Jie & Kalluri, 1996a), epoxidagdo de cadeias longas na

presenca de acido cloroperoxibenzdico (Jie & Lam, 1995), e clivagem oxidativa

51



de ligacdes acetilénicas de dcidos graxos (Jie e Kalluri, 1996a). Além disso, o
emprego de ultra-som tem sido auxiliar na sintese de 4cido santdlbico e
fracionamento em Oleo de semente de Santalum album (Jie et al., 1997), sintese
de 4cidos graxos com derivados de anel de pirazolona (Jie & Lau, 1999), e na
oxidagdo e abertura de anel furandide de 4cidos graxos C18 modificados.

O aumento encontrado no teor de dcidos graxos ®3 extraidos, quando
tratados com ultra-som, pode estar relacionado ao seu efeito sobre a
homogeneizacdo e emulsificacdo de substratos oleofinicos em contato préximo,
sob a acdo de reagentes oxidantes, o que ndo tem sido observado na supressao
do ultra-som (Jie & Kalluri, 1996b). Em paralelo, esse efeito parece estar
intensificado pela condu¢cdo aumentada no ambiente polar e de alta constante
dielétrica da 4gua utilizada para os tratamentos. Andlises por ressonancia
magnética nuclear e espectroscopia de massa de alta resolucdo, contudo,
sugerem o emprego de ultra-som na identifica¢do de centros insaturados (dupla e
tripla ligacdes) na cadeia alquila de 4cidos graxos (Jie & Kalluri, 1996a).

Moreira et al. (2001), analisando trés espécies de pescado brasileiro,
matrichd (Brycon cephalus), piraputunga (Brycon microlepis) e piracanjuba
(Brycon orbignyanus), encontraram um total de AGS de 33,63% a 41,86%; de
AGM 46,97% a 5720% e de AGP 6,54% a 17,88%, resultados estes
semelhantes aos obtidos no presente estudo.

Siqueira (2001), em pesquisa com irradia¢do de tildpia do Nilo, obteve
um total de AGS de 32,5% a 47,5% em filés ndo irradiados e de 33,0% a 52,0%
para os irradiados; de AGM de 44,0% a 44,8% em filés ndo irradiados e 39,9% a
44,6% em filés irradiados; de AGP de 7,3% a 21,4% em filés ndo irradiados e
7,2%a 22,9% para os irradiados. Quando comparados os tratamentos por
irradiagdo com os de dicloroisocianurato de sédio e oz6nio (associados ou nao
ao ultra-som), foram observados intervalos superiores, nos grupos irradiados,

para AGS e AGM; e os AGP apresentaram valores inferiores. Em ambas as
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pesquisas, os filés ndo tratados obtiveram percentuais compativeis.

Maia & Rodriguez-Amaya (1993) e Maia et al. (1994), analisando a
tildpia (Oreochromis niloticus) e o curimbata (Prochilodus serofa), em relacio a
composi¢do de acidos graxos, encontraram valores de 41,7% para AGS, 49,9%
para AGM e 17,4% para AGP, em tildpia. No curimbatd, foram detectados os
seguintes percentuais: 42% para AGS, 36% para AGM e 21% para AGP.

Ogawa & Maia (1999) analisaram trés espécies de pescado de dgua doce,
quanto ao contetido de 4cidos graxos: tildpia (Tilapia mossambica), “barbus”
(Barbus carnaticus) e cobra do mar (Ophichthidae) e encontraram teores de
33,7% a 49,3% para AGS, de 29,9% a 37,5% para AGM e de 18,1% a 33,2%
para AGP nas trés espécies, respectivamente..

Os lipidios contidos em pescados apresentam grande quantidade de
4cidos graxos insaturados, suscetiveis a oxida¢do em presenga do oxigé€nio.
Também o periodo de coleta dos peixes pode exercer efeitos significativos sobre
a composicdo de alguns dcidos graxos, como oléico e o-linoleico (Oliveira et al.,
2000; Beirao et al. 2003).

A oxidacdo é uma das principais causas de deterioracdo da qualidade de
produtos cdrneos. A susceptibilidade do tecido muscular a oxidacdo deve-se a
sua alta concentrag@o de catalisadores (Ferro, Hemoglobina) e a de lipidios. Os
lipidios oxidados podem reagir com outros componentes do alimento, como
proteinas, carboidratos e vitaminas (Candido et al., 1998; Hultin, 1994). A acdo
sanificante dos tratamentos se deu pela capacidade de oxidag¢do de ambos (Rice
et al., 1996; Macedo, 2000).

Os percentuais de acidos graxos, em todos os grupos, observados nesta
pesquisa, quando comparados com valores descritos para tildpia fresca, pelos
pesquisadores ja citados, mantiveram-se estaveis apds os tratamentos de acordo

com Siqueira (2001), Maia & Rodriguez-Amaya (1993) e Maia et al. (1994).
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Os teores de AGPI encontrados nestes peixes podem ser influenciados
pelos teores de dcidos graxos AGPI existentes nas racdes fornecidas e pelo peso

dos peixes.

5.7 Teor de colesterol e indice de peroxido
As médias dos teores de colesterol e dos indices de perdxidos estdo

apresentadas na Tabela 3.

5.7.1 Teor de colesterol

Os teores médios de colesterol encontrados em filés de tildpias submetidos
aos tratamentos revelaram diferenca pela andlise de varidncia (P<0,05). As
médias dos grupos de filés tratados com ozbnio e do grupo controle foram
semelhantes (54,65 mg/100 g e 54,77 mg/100 g respectivamente), mas foram
diferentes dos grupos tratados com dicloroisocianurato (45,04 mg/100 g),
dicloroisocianurato associado ao ultra-som (43,94 mg/100 g) e 0z6nio associado
ao ultra-som (45,93 mg/100 g). As médias obtidas podem ser observadas na
Tabela 3.

No grupo T2 (43,94 mg/100 g), obteve-se uma reducdo mais acentuada
quando comparado com o controle (54,77 mg/100g), provavelmente por uma
acdo oxidante mais acentuada do dicloroisocianurato associado ao ultra-som nos
dcidos graxos saturados, que podem ser transformados em ésteres de colesterol.

Os teores de colesterol encontrados em algumas espécies domésticas
tradicionalmente consumidas foram de 36,3 mg/100 g para frangos, 51 mg/100 g
em bovino nelore e de 62,03 — 76,9 mg/100 g para ovinos(Nogueira &
Bragagnolo, 2000; Prado, 1999; Rowe et al., 1999; Sales et al., 1999).
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TABELA 3 Médias do teor de colesterol em mg/100g de lipidios e do indice de
peréxido (meq/kg da fracdo lipidica) dos filés de tildpia submetida
aos tratamentos

Tratamentos X de teor de colesterol X do indice de peréxido
T, 45,04 14,78
T, 43,94 6,07*
T; 54,65" 15,79*
T, 45,93° 9,62"
Ts 54,77* 39,57*

Médias seguidas de letras diferentes, na coluna, diferem estatisticamente entre
si, pelo Teste de Tukey, a 5% de significancia.

T1 — Tratamento com dicloroisocianurato de sédio, T2 - Tratamento com
dicloroisocianurato de sddio associado ao ultra-som, T3 - Tratamento com
ozOnio, T4 - Tratamento com 0z0nio associado ao ultra-som e T5 — Controle.

Os filés tratados com os sanificantes apresentaram valores inferiores aos
encontrados para bovinos e ovinos, e superiores aos encontrados para frangos
segundo Nogueira & Bragagnolo, 2000; Prado, 1999; Rowel et al., 1999; Sales
et al., 1999. Foram observadas, nos tratamentos conjugados com o ultra-som (T2
43,94 mg/100 g e T4 45,93 mg/100 g) e no tratamento com dicloroisocianurato
de sédio (T1 45,04 mg/100 g), médias inferiores, quando comparados ao
tratamento com ozo6nio (54,65 mg/100 g). Todos os tratamentos apresentaram

médias inferiores a do controle (54,77 mg/100 g).

5.7.2 Indices de peroxidos
Os teores médios de indices de per6xido encontrados em filés de tildpia
submetidos aos tratamentos ndo revelaram diferenca estatistica segundo anélise

de varidncia (P>0,05), apesar de os valores médios terem sido bastante
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diferentes, como pode ser observado na Tabela 3. Isto deve-se a um alto
coeficiente de variacdo decorrente da varidvel muito instdvel.

E conhecido que as bactérias licticas e os Enterococcus produzem varios
compostos bactericidas, incluindo os 4cidos organicos, que fazem baixar o pH, o
perdxido de hidrogénio, enzimas bacterioliticas e as bacteriocinas (Demarigny et
al., 1996; Giraffa et al., 1997). Alguns desses compostos também sao
responsdveis pelas caracteristicas organolépticas dos queijos e outros alimentos
€, a0 mesmo tempo, inibem parte dos microrganismos da microflora indesejavel
(Hérard et al., 1993; Nettles & Barefoot, 1993).

A producdo de 4dcidos e de perdxido de hidrogénio pela flora lactica e
Enterococcus também foi registrada por outros autores, confirmado por Guerra
& Bernardo (2001), em estudo in vitro, com agentes microbianos com
capacidade de inibicdo de efeitos bioldgicos com eventual relevancia
tecnoldgica e sanitdria. Portanto, os resultados obtidos no presente estudo, em
que o indice de peréxido foi maior nas amostras controles, podem ser
justificados por terem sido eliminadas as bactérias (possivelmente Enterococcus)
produtoras desse composto pelos métodos sanificantes utilizados.

A peroxidagdo de AGP “in vivo” leva a formagdo de malonaldeido, que
pode provocar ligagdes cruzadas nas lipoproteinas de baixa densidade, causando
actimulo de colesterol no vaso sangiiineo. Os 4cidos graxos peroxidados inibem
a producido de prostaciclina, produzida pelo endotélio vascular, conhecida como
potente inibidor da agregacdo plaquetdria no vaso sangiiineo (Aradjo, 1999
citado por Pereira, 2003). Portanto, € indicada a ingestio de altas taxas de AGP,
desde que associadas proporcionalmente com antioxidantes, como vitamina C, E
e B-caroteno para evitar a peroxidagdo lipidica (Pereira, 2003). Diante dos resultados
obtidos no presente estudo, pode-se dizer que os T2 6,07 meg/kg e T4 9,62 meq/kg
obtiveram menor indice de peréxido, sendo, portanto, os métodos de sanificacdo que

ndo causariam danos a saide quanto ao aspecto de produgio de radicais livres.
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6 CONCLUSOES

Observou-se que, em todos os tratamentos, houve preservacdo dos
componentes quimicos presentes na carne de tildpia ocorrendo apenas, uma
diminui¢ado teor de umidade, sendo que o 0z6nio provocou a menor diminui¢io
desse componente e levando a uma concentragdo nos teores de proteina, lipidios
e cinzas. O controle apresentou maior percentual de umidade.

Os tratamentos com o0zoOnio tiveram maior influencia nos resultados
obtidos na composi¢do centesimal.

Os agentes dicloroisocianurato de sédio, dicloroisocianurato de sdédio e
ultra-som; 0zOnio; 0zonio e ultra-som, usados como sanificantes, alteram o perfil

de 4cidos graxos em tildpias.
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CAPITULO 3

ACAAO SANIFICANTE DO DICLOROISOCIANURATO DE SODIO,
OZONIO E ULTRASOM NOS PARAMETROS FISICO-QUIMICOS E
ANALISE SENSORIAL EM FILE DE TILAPIA (Oreochromis niloticus)



1 RESUMO

OLIVEIRA, Nelma de Mello Silva. A¢ao sanificante do dicloroisocianurato de
s6dio, 0zonio e ultrasom nos pardmetros fisico-quimicos e anélise sensorial em
filé de tilapia (Oreochromis niloticus). In: . Acdo sanificante do
dicloroisocianurato de sédio, ozomio e ultra-som em filés de tilapia
(Oreochromis niloticus). 2005. Cap.3, p.67-96. Tese (Doutorado em Ciéncia
dos Alimentos) - Universidade Federal de Lavras, Lavras.

O presente trabalho, realizado em Lavras, MG, Brasil, teve como
objetivo avaliar os efeitos dos agentes sanificantes dicloroisocianurato de sédio
na concentragdo de 3,0 a 3,5 mg/L (T1), dicloroisocianurato de sédio associado
ao ultra-som (T2), ozonio na concentracdo de 3,0 a 3,5 mg/L (T3); ozo6nio
associado ao ultra-som (T4) e grupo controle (C) sobre pH, cor, perda de peso
por cozimento e andlise sensorial em filé de tildpia. Um total de 20 filés,
divididos em 5 grupos com 4 unidades, foram submetidos aos tratamentos. As
médias de pH 28 horas post mortem variaram de 6,25 a 6,31, sem influéncia dos
sanificantes. Os percentuais de perda de peso por cozimento apresentaram uma
variacdo média de 21% a 29%. Na andlise da cor, houve diferenca no
componente L* com os valores de 43,33; 42,76; 43,94; 45,03 e 41,94 para T1,
T2, T3, T4 e TS, respectivamente. O componente a* (cor vermelha) ndo
apresentou diferenca mediante os tratamentos com os valores de 1,67; 2,23;
1,96; 1,87; 2,37 para T1, T2, T3 T4 e TS5, respectivamente. O teor amarelo (b*)
variou entre T1, T2, T3, T4 e TS5, com médias de -0,83; -1,88; -1,71; -0,95 e -
1,64, respectivamente, tendo q a utilizacdo do dicloroisocianurato de sédio
obtido valor médio mais elevado para teor amarelo. As aplicacdes dos
sanificantes alteraram o brilho superficial e o teor de amarelo dos filés de tildpia
tratados.

Termos para indexagdo: pH, cor, perda de peso por cozimento, atributos de
qualidade e tildpia (Oreochromis niloticus).
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2 ABSTRACT

OLIVEIRA, Nelma de Mello Silva. Sanitizers’s action of the sodium
dichloroisocyanurate, ozone and ultrasound in the physiochemical parameters
and sensorial analysis in tildpia filet (Oreochromis niloticus). In:
Effects of the sodium dichloroisocyanurate, ozone and ultrasound in
tilapia’s filets (Oreochromis niloticus). 2005. Chapter 3, p.67-96. Thesis
(Doctorate in Food Science) - Universidade Federal de Lavras, Lavras.

The present research had as objectives to study the effects of chlorinated
water (sodium dichloroisocyanurate — 3,0 to 3,5 mg/L) (T1); chlorinated water
associated to ultrasound (T2); ozonated water (3,0 to 3,5 mg/L) (T3) and
ozonated water associated to ultrasound and control (T5) on pH, color, weight
loss for cooking and sensorial analysis. The filets were treated by immersion in
the solutions, pH 6,0, at 5°C, for 20 minutes. A total of 20 filets, divided in 5
groups with 4 units were submitted to these treatments. The pH averages 28 h
post mortem, varied from 6,25 to 6,31, without influence of the sanitizers. The
percentiles of weight loss for cooking, showed a variation from 21 to 29%.
There was difference in the component L * in color analysis and values observed
were 43,33; 42,76; 43,94; 45,03; 41,94 for T1, T2, T3, T4 and T5 respectively.
The component a * (red color) was similar treatments, with values of 1,67; 2,23;
1,96; 1,87; 2,37 for T1, T2, T3, T4 and TS respectively. The b * (yellow tenor)
varied among T1, T2, T3, T4 and T5, with averages of -0,83; -1,88; -1,71; -0,95
and -1,64 respectively. The use of the sodium dichloroisocyanurate, allowed the
higher medium value in yellow tenor. Applications of the sanitizers altered the
superficial shine and the tenor of yellow of filets.

Keywords: pH, color, weight loss for cooking, quality attributes and tildpia
(Oreochromis niloticus).
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3 INTRODUCAO

A utilizagdo de agentes quimicos na sanificacdo de carnes vem sendo
estudada com o objetivo de eliminar os microrganismos deteriorantes, visando a
sanidade e ao aumento da vida de prateleira de carnes (Soccol, 2002; Xavier,
1997: Silva, 1995; Pedrosa-Menabrito & Regenstein, 1990).

O cloro, agente sanificante mais usado na industria de alimentos, atua
sobre os agentes indesejdveis por meio do 4cido hipocloroso, o qual libera
oxigénio que, combinado aos componentes celulares do citoplasma, nicleo e
proteinas da membrana celular, interferem nas funcdes bioldgicas normais das
membranas, incluindo o transporte de nutrientes (Block, 1991).

O ozo6nio, outro sanificante, ¢ uma alternativa para a industria de
alimentos, pois possui amplo espectro de acdo sobre os microrganismos € nio
deixa residuo (Cardoso et al., 2003). O efeito bactericida do ozbdnio esta
relacionado ao seu poder oxidante (Torres et al., 1996). Esse composto é
considerado uma possivel alternativa ao uso do cloro no tratamento industrial e
no controle do crescimento de microrganismos que se acumulam na superficie
da 4gua, de equipamentos e matéria-prima utilizada na industria alimenticia.
Esse controle de microrganismos se deve a sua eficiéncia oxidante, sem
producdo de compostos organicos, pois o ozdnio, ao contrdrio do cloro, nao
deixa residuo superficial (Boot, 1991) nos alimentos, que possam formar
compostos toxicos e carcinogénicos (Foegeding, 1985).

O efeito antimicrobiano do ozdnio pode ser aumentado quando seu uso é
combinado com outros tratamentos, que podem ser quimicos (peréxido de
hidrogénio) ou fisicos (radiacao ultravioleta e ultra-som), sendo a acdo mecanica
necessaria como meio de desalojar os microrganismos da superficie do alimento

e expor a acdo do sanificante (Kim et al, 2003). O Food and Drug
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Administration (FDA) indica o uso de ondas ultra-sénicas, associado a outros
processos do sanificacdo (FDA, 2000; Datta, 2002).

A técnica de sanificacdo alternativa do ultra-som age destruindo o
microrganismo, pois combina seus efeitos: cavitacdo e suas forgas (formacio e
difusd@o de bolhas que causam mudancgas fisicas na célula), calor localizado,
pressdo e formagdo de radicais livres na dgua (OH', H", H,0,) (Datta, 2002).

As caracteristicas fisico-quimicas e os aspectos sensoriais da carne sio
pardmetros importantes na determinagdo da qualidade e s3o obtidas e
preservadas em fungdo de técnicas de obtencdo de carnes, dos tratamentos a que
as carcagas sdo submetidas e da conservacdo adequada dos alimentos (Forrest et
al.,1979; Pardi et al.,1995)

Os aspectos sensoriais, tais como brilho, coloracdo, textura e aroma, sao
considerados pelo consumidor no momento da compra. As caracteristicas de
qualidade da carne apresentam variagdes, pois os peixes sofrem constante
influéncia do meio ambiente, da época do ano e de fisiologia, sexo, idade de
abate, estresse durante o abate, manejo no pré e pés abate, podendo, ainda, sofrer
interferéncia de agentes quimicos e ou fisicos dos processos de sanificacdo
(Contreras-Guzman, 1994).

Dentre os parametros fisicos, a medi¢cdo do pH € usada na avaliacdo
indireta do estado de frescor e no desenvolvimento de microrganismos que
decompdem a carne. Valores de pH acima de 6,2 podem indicar uma
possibilidade muito grande de desenvolvimento microbiano, uma vez que
bactérias, inclusive as deteriorantes, preferem essa faixa de pH para a sua
multiplica¢do (Landgraf & Franco, 1996).

A perda de peso por cozimento é uma medida de qualidade associada ao
rendimento da carne no momento do consumo (Forrest et al., 1979), influenciada
pela capacidade de retencdo de dgua nas estruturas da carne (Bouton et al.,

1971), pela presenga de gordura que, com a a¢do do calor, pode provocar perda
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de gordura e alteracdo das estruturas de proteinas (Gokoglu et al., 2004).

No pescado fresco, a qualidade pode ser avaliada pelas caracteristicas
sensoriais. O peixe fresco deve apresentar-se integro, com odor e sabor préprios,
lembrando o de plantas marinhas, olhos vivos e destacados, escamas brilhantes e
bem aderentes a pele, curvatura natural do corpo nadadeiras apresentando certa
resisténcia aos movimentos provocados, carne firme, de consisténcia eléstica e
cor prépria da espécie, visceras integras e perfeitamente diferenciadas e a
musculatura da parede intestinal sem sinais de autélise (LANARA, 1981;
Nishigawa & Aranha, 1988).

Com o processo de deterioracdo, os pescados vao perdendo suas
propriedades sensoriais caracteristicas, apresentando escamas opacas que se
soltam facilmente, olhos turvos com pupilas branco-leitosas, branquias palidas
ou escuras, carne amolecida, cinzenta, sem brilho e sem elasticidade, e cheiro
desagradédvel de amonia, tornando-se impréprio para o consumo (Leitdo, 1984;
Beraquet & Lindo, 1985; Nunes, 1994). Assim sendo, a avaliacdo sensorial é
considerada satisfatéria na avaliacio da qualidade de peixes e apresenta
vantagens adicionais, como rapidez, baixo custo, ndo ser destrutiva e estar
relacionada aos critérios de aceitacdo adotados pelo consumidor (Pedrosa-
Menabrito & Regenstein, 1990). Entretanto, no pescado processado, como filés e
postas de peixes congelados e conservas, essas caracteristicas perdem a sua
importancia, dificultando a avaliagdo da qualidade (Fernandez-Salguero &
Mackie, 1987; Veciana-Nogués et al., 1997). Embora o uso de oxidantes tenha
recebido atencdo por reduzir os microrganismos em superficie de musculos e
tecido gorduroso, ainda € obscuro o seu efeito sobre a cor, odor e sabor dos
alimentos submetidos ao tratamento (Stivarius et al., 2002).

Visando aos beneficios do tratamento de resfriamento, associado ou ndo
a métodos quimicos e ou fisicos de descontaminagdo, foram utilizados os

seguintes sanificantes: dicloroisocianurato de sédio, dicloroisocianurato de sédio
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associado ao ultra-som, 0zOnio e 0zOnio associado ao ultra-som.
O objetivo, neste estudo, foi analisar o efeito dos métodos sanificantes
sobre pH, cor, perda de peso por cozimento e propriedades sensoriais em filés de

tildpia (Oreochromis niloticus).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material experimental

Os animais utilizados no presente estudo foram tildpias (Oreochromis
niloticus) adultas, com peso vivo médio de 800 g (+ 50 g), criadas em tanques de
terra da estacdo de piscicultura da Universidade de Alfenas (latitude 21° 25°S,
longitude 45° 58’S e altitude de 800 m). O clima, nessa regido, é subtropical
umido com temperatura média anual de 20,5°C (Instituto Nacional de
Meteorologia, 2004).

O sistema de criag@o utilizado foi o intensivo, usando na alimentacio
uma racdo com 28% de proteina bruta e 3200 kcal’kg de EM, fornecida duas
vezes ao dia.

Os animais foram retirados dos tanques da fase de terminacdo e
submetidos a um periodo de 24 horas de depuracdo. Posteriormente as tildpias
insensibilizadas em tanques com dgua e gelo (5°C), foram encaminhadas para

retirada da pele e evisceracdo e, finalmente, fileteadas.

4.2 Tratamentos

Um total de 20 filés de tildpia (obtidos de 10 peixes), divididos
aleatoriamente em 5 grupos com 4 filés foram submetidos aos tratamentos: T1
dgua clorada (dicloroisocianurato de s6dio) com 3,0 a 3,5 mg/L, T2 dgua clorada
(dicloroisocianurato de s6dio) mais o ultra-som, T3 dgua ozonizada com 3,0 a
3,5 mg/L, T4 dgua ozonizada mais o ultra-som e T5 controle. Os tratamentos
foram aplicados por imersdo dos filés em solucdo a temperatura de + 5°C em
cuba lavadora ultra-sdnica (aco inoxiddvel) por 20 minutos (as concentragdes
foram monitoradas a intervalos de 5 minutos).

A concentracdo de dicloroisocianurato de sodio foi determinada
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conforme previsto na legislacdo (Brasil, 1999), que estabelece o residual de
cloro por colorimetria por comparagdo visual, utilizando a solug¢do padrdo (N.N.
dietil-p-fenilendiamina -DPD) e confirmado pelo método iodimétrico indireto,
sendo o tiossulfato de sédio a 0,1N a solugdo titulante (APHA, 1992).

A concentragdo de ozo6nio foi determinada segundo Chang & Sheldon
(1989) e monitorada com auxilio do Residual Ozone System (ROS), modelo
26506 e com sensor 31.331.15 (Orbisphere Laboratories®). Esse equipamento
possui uma célula eletroquimica, que determina o residuo de o0zo6nio por
diferenca de condutividade (Cardoso, 1999). Essa medi¢do foi confirmada pelo
método iodimétrico, que utiliza o tiossulfato de sédio a 0,1 N como solucdo
titulante (APHA, 1992).

A temperatura da solucio de resfriamento foi determinada com auxilio
de um termOmetro acoplado a cuba lavadora, para verificar a temperatura no
inicio, meio e fim da aplicag@o dos tratamentos.

O pH das solugdes foi determinado a partir de uma amostra de 10 mL de
cada solu¢do de tratamento por imersao das tiras reagentes, com escala de 0 a 14
e intervalos de 0,2 unidades de pH. As solucdes de tratamento apresentaram
medida de pH 6,0.

Imediatamente apds aplicacdo dos tratamentos, as amostras foram
acondicionadas assepticamente em embalagem pléstica, estéril, propria para o
armazenamento de alimentos, sendo identificadas e refrigeradas em estufa BOD

a temperatura de 1,5°C (+0,5°C).

4.2.1 Sistema de cloraciao

No tratamento com cloro foi utilizada dgua da rede de abastecimento da
Unifenas, que passa por tratamento de cloracdo convencional, no préprio
campus. Para sua utilizacdo, instalou-se, no seu ponto de chegada, no

laboratério, um filtro de carvdo para reter o residual de cloro. Essa dgua foi
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utilizada para o abastecimento de uma caixa d’dgua de fibra de vidro, com
capacidade para 250 litros sendo a mesma conduzida por tubulacdo a cuba ultra-
sOnica.

O produto comercial utilizado foi o dicloroisocianurato de sddio (nome
comercial Aquatabs®, Bayer). A solu¢io de 4gua clorada utilizada nos
tratamentos foi preparada com 250 litros de 4gua adicionada de uma pastilha de
2,5 g de dicloroisocianurato de s6dio, que produziu um residual de cloro livre de
3,0 23,5 mg/L.

A refrigeracdo da solucdo foi feita com 40 kg de gelo fabricado com
dgua potdvel e picado, necessario para manter a temperatura dos 250 L de dgua

entre 3°C a 5 °C, por aproximadamente 30 minutos.

4.2.2 Sistema de ozonizacao

A dgua utilizada para o tratamento com o0zOnio foi obtida da rede de
abastecimento da Unifenas, passando por tratamento de clora¢do convencional,
no préprio campus. Para sua utilizacao, instalou-se, no seu ponto de chegada, no
laboratério, um filtro de carvdo para reter o residual de cloro. Essa dgua foi
utilizada para o abastecimento de uma caixa d’dgua de fibra de vidro, com
capacidade para 500 litros.

O ozonio foi obtido no préprio laboratério de microbiologia e fisiologia
de microrganismos da Unifenas, sendo produzido por um gerador que foi
alimentado por um cilindro de 100 kg oxigénio. O gerador utilizado foi o
modelo EAS 470 DC, que apresenta capacidade de 10 g/h a 3% de concentragao
em peso de ozdnio gerado, quando operado com vazdo de oxigé€nio de 4,2
L/min, a pressio de 1,0 kgf/cm®. O cilindro de oxigénio foi conectado ao gerador
através do regulador de pressdo e fluxdmetro. O ozdnio produzido pelo gerador
foi conduzido até a caixa d’agua por meio de tubulagdo.

No periodo de ozonizagdo da dgua, utilizou-se um sistema fechado de
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resfriamento em que o ozdnio foi concentrado na caixa d’agua, através de um
conjunto venture (bomba de recirculacdo). A 4gua ozonizada passou por
serpentina imersa em tanque isotérmico, contendo 40 kg de gelo seco, 20 L de
dgua e 2,5 L de alcool, atingindo a temperatura de 3°C a 5°C e chegando a cuba
ultra-sonica por meio da tubulacio da serpentina.

O sistema foi operado com 5 L de oxigénio por minuto e pressao de 0,5
kgf/cm®, com produgdo 6,88 g/h de ozonio. Trabalhando sob as condigdes
ajustadas, ap6s 30 minutos de saturacdo, os 500 L de dgua adquiram um residual

de ozo6nio entre 3,0 a 3,5 mg/L.

4.3 Avaliacoes fisico-quimicas
4.3.1 Medida de pH

As médias das leituras, realizadas em 4 filés por tratamento, foram
obtidas 24 horas apds aplicacdo dos tratamentos, que coincidiram com 28 horas
post-mortem. Essa determinacdo foi realizada com auxilio de um potencidmetro
digital portétil (Digimed M DM?20), equipado com eletrodo de inser¢do, com
resolugdo de 0,01 unidade de pH. O aparelho foi calibrado em solucio tampao

de pH 4,0 e pH 6,86.

4.3.2 Perda de peso por cozimento (PPC)

A perda de peso por cozimento foi determinada conforme descri¢dao da
AMSA (1978). As amostras (4 filés por tratamento) foram identificadas e
pesadas em balangas semi-analiticas (Hobart-Dayton M 14239), embaladas em
papel aluminio e cozidas em chapas a 150 °C até os filés atingirem a temperatura
interna de 72°C (+ 2°C). Apds o resfriamento, a temperatura ambiente, os filés
foram pesados novamente. A temperatura no interior das amostras foi
monitorada por termdometro digital. A diferenca entre o peso inicial e o peso

final das amostras determinou a PPC. As andlises foram feitas em triplicatas.
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4.3.3 Cor (Sistema CIELAB)

Os filés ja separados, quatro por grupo de tratamento, tiveram suas
superficies expostas as misturas dos gases atmosféricos por 30 minutos.

A leitura da cor foi realizada em duas regides (uma superior e outra
inferior), na superficie de cada filé, com a utilizagdo do colorimetro Minolta
Chroma Meter, M CR 300b, calibrado para um padrdo branco em ladrilho
(Bressan, 1998).

4.4 Avaliacao sensorial

O teste sensorial foi realizado por meio de um painel com 6 julgadores
treinados, os quais observaram os efeitos dos tratamentos nos filés crus e
cozidos, em que foram avaliados:

a) crus - cheiro cor; e aspectos gerais;

b) cozidos — sabor, aroma, cor e aspectos gerais.

Foram utilizadas 20 amostras, sendo 3 filés de cada tratamento e 2 do
controle (no total 12 filés dos tratamentos e 6 do controle), todas armazenadas
por 24 horas a 1,5°C (x 0,5°C), ap6s os tratamentos, tanto para andlise dos
aspectos da carne crua, quanto aos aspectos da carne assada.

Os filés provenientes de cada tratamento e do controle foram envolvidos,
individualmente, em papel aluminio, acondicionado em bandejas de aluminio e
identificado por cédigos. As amostras foram cozidas em forno elétrico a 150 °C
por 15 minutos (Veiga, 2003).

Os filés, apods resfriados a temperatura ambiente, foram servidos em
placas de Petri, em cabines individuais.

Cada julgador recebeu duas fichas de avaliacdes, as quais continham
vérias op¢des nos itens sabor, aroma, cor e aspectos gerais da carne assada, e 0s
pardmetros como cor, cheiro e aparéncia geral a serem avaliados na carne crua

(Anexo A).
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4.5 Anilise estatistica

O delineamento experimental inteiramente casualizado (DIC) com 5
tratamentos (T1, T2, T3, T4 e T5) foi feito, utilizando-se 4 filés de tildpia cada
tratamento, para as andlises de pH 28 horas post mortem, perda de peso por
cozimento, cor.

Os dados foram submetidos a andlise de variincia (programa estatistico
SPSS versdo 11.5 SPSS, 2002), sendo submetidos ao teste Tukey quando a
andlise apresentou diferenca significativa para determinada resposta
(Vieira,1999). O modelo estatistico para as andlises fisico-quimicas foi:

Yij = p + Ti + eij, em que:

Yij = valor obtido pelo tratamento dos sanificantes i, na repetigao j
p=média geral do experimento
Ti= efeito do tratamento dos sanificantes i (i = 1:5)

eij= residuo aleatdrio do tratamento dos sanificantes i, na repeticao j.
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5 RESULTADO E DISCUSSAO

5.1 Parametros fisico-quimicos

Na Tabela 4, sdo mostradas as médias de pH, PPC e Cor (L*, a* e b*).

5.1.1 pH

As médias de pH, em filés de tildpia submetidos aos tratamentos
apresentados na Tabela 4, ndo sofreram influéncias significativas (P>0,05),
cujos valores percentuais variaram de 6,25 a 6,31. Isso mostra que os
tratamentos sanificantes nio alteraram o pH dos filés. Ferreira (2004), em estudo
com espécies capturadas no litoral de Santa Catarina, encontrou médias de pH,
nas primeiras 24 horas post mortem, de 7,69 em filés de linguado (Paralichthys
sp), 7,67 em pescada (Cynoscion) e 6,47 em tainhas (Mugis brasiliensis). Esses

valores sdo superiores as médias encontradas neste trabalho.

TABELA 4 Valores médios encontrados para pH, PPC e cor, em filés de tilapia
submetidos aos tratamentos propostos.

Cor
Tratamentos PH PPC (%) T N o
Tl 6,28" 27,5 43,33 1,67 -0,83"
T2 6,25" 25,6 42,76 2,23" -1,88°
T3 6,29° 29,0° 43,94 1,9 -1,71*
T4 6,31° 28.0° 45,03 1,87 -0,95°
T5 6,25" 21,0 41,94° 2,37" -1,64*

Meédias seguidas de letras diferentes, na coluna, diferem estatisticamente entre
si, pelo Teste de Tukey, a 5 % de significincia.

T1 — Tratamento com dicloroisocianurato de sédio, T2 - Tratamento com
dicloroisocianurato de sédio associado ao ultra-som, T3 - Tratamento com
ozOnio; T4 - Tratamento com 0zOnio associado ao ultra-som e TS5 — Controle.
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Segundo Ashie et al. (1996), a decomposi¢ido de compostos nitrogenados
no periodo post mortem eleva o pH. Scherer et al. (2004) observaram aumento
de pH significativo nos primeiros 5 dias de armazenagem refrigerada (3 + 1 °C)
nos grupos tratados (pH post mortem de 6,40 para 6,65) e controles (pH post
mortem de 6,65 para 7,15), mantendo-se, posteriormente, com poucas variagdes
ao longo do tempo de armazenagem (20 dias). Gonzélez-Rodrigues et al. (2001)
avaliaram a evolu¢do do pH em filés de truta (Oncorhynchus mykiss), espécie de
dgua doce, ndo tendo, até o 10° dia, havido alteracdo significativa.

No presente estudo, os valores de pH variaram de 6,25 a 6,31 em 28
horas post mortem, estando abaixo do limite previsto na legislagdao. O
Regulamento de Inspecdo Industrial e Sanitaria de Produtos de Origem Animal —
(RIISPOA, 1952) e o Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de Peixe
Fresco (Brasil, 1997) estabelecem limite mdximo de pH de 6,5 em pescado para
consumo. Gram (1992) descreveu que valores de pH superiores a 6,0 propiciam
o crescimento bacteriano e, conseqilentemente, a deterioragdo do pescado.
Segundo Sikorki (1990), a estabilidade do pH se deve ao efeito tamponante do
miusculo de pescado, atribuido a presenca de proteinas soliveis, peptideos,
aminodcidos, amonia, trimetilamina e substincias soliveis de baixo peso
molecular, que podem mascarar as mudangas de pH, fazendo com que os valores
de pH do misculo do pescado aumentem de forma lenta, no inicio do tratamento

e rapidamente, quando o pescado estd no processo de deterioragao.

5.1.2 Perda de peso por cozimento (PPC)

Os dados de PPC submetidos a andlise de varidncia demonstraram
diferenca entre os tratamentos. Esses dados informam que o controle (21%)
apresentou menor percentagem de perda de peso por cozimento. Os tratamentos
com 0zdnio (29%) e ozdnio associado ao ultra-som (28%) afetaram a perda de

peso por cozimento (P<0,05) em relagdo ao controle.
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Em processos de sanificagdo por defumacgdo, Souza et al. (2004)
observaram diferencas de perdas de peso entre as formas de apresentacdo e entre
os tempos da defumag@o, tendo as perdas ocorridas nos filés (31,33%), ao final
do processo de defumacdo, sido superiores as do peixe inteiro eviscerado
(27,04%), em relacdo ao peso in natura nas duas formas de apresentacdo. As
perdas observadas nos filés dos T1, T2, T3 e T4 (21,0% a 29%) foram inferiores
as obtidas por Souza et al. (2004) em filés, possivelmente pela desidratagdo que
ocorre no processo de defumacao.

A perda de peso, em funcdo do pH final, foi descrita por Seemann
(1986) e por Contrerds (1995). Em peitos de aves com pH elevado, Seemann
(1986) observou baixas perdas no cozimento. Entretanto, Contrerds (1995)
relacionou menores perdas por cozimento com valores de pH final menores. No
presente estudo, foi observado que os tratamentos com menores valores de pH
apresentaram menores PPC (T2 pH de 6,25 e PPC de 25,6% e TS5 pH de 6,25 e
PPC de 21%).

As variacdes de PPC nos filés de tildpia tratados e no controle foram de
21,0% a 29%. Na literatura pesquisada, ndo foram encontrados dados
relacionando perda de peso por cozimento em peixes e agentes sanificantes.

Fatores como quantidade de gordura, temperatura de resfriamento e de
cocgdo afetam a PPC. No ponto final de coc¢do, em que a temperatura atinge 75
+ 2°C, pode ocorrer desnaturacio das proteinas e, por conseguinte, maior perda
de dgua (Felicio, 1999; Bonagurio et al., 2003).

Ferreira (2005), avaliando PPC em diferentes tipos de coc¢do, verificou
maior perda no método assado em microondas (45,74 %), seguida pelo
tratamento frito em 6leo (31,19 %), forno elétrico (27,49 %) e cozimento em
agua (24,69 %).

Em carne de ovino tratada com sal, que também tem acfo sanificante,

houve influéncia nos parametros qualitativos. As perdas de peso ao cozimento
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foram menores nas carnes salgadas, com média de 17,58% e nas carnes ndo
salgadas, a média de perda obtida foi de 37,27%, segundo Silva Sobrinho et al.
(2004). O sal causa menos perdas ao cozimento quando comparado com o0s
agentes sanificantes usados no presente estudo, possivelmente, porque o sal
extrai e solubiliza proteinas miofibrilares da carne, e estes processos contribuem
para a emulsificacdo das gorduras e para aumentar a capacidade de retencdo de

dgua, reduzindo as perdas ao cozimento (Silva, 2000).

5.1.3 Cor

A andlise de varidncia demonstrou que houve diferenca significativa
(P<0,05) no componente L*, revelando o efeito dos tratamentos sobre o brilho
superficial dos filés (Tabela 4).

Observou-se diferenga entre os resultados de T2 (42,76) e T4 (45,03) e
entre T4 (45,03) e controle (41,94). Nos tratamentos T2, T4 e TS5, os filés
obtiveram os respectivos valores de pH 6,25, 6,31 e 6,25, resultando em filés
com luminosidade mais elevada que a do controle, possivelmente devido ao
valor de pH, justificado por uma interferéncia na glicélise post mortem. Outro
fator a se considerar é que um pH mais elevado pode levar a uma estabilidade da
oximioglobina que estendeu uma coloragdo mais brilhante (Pohlman et al.,
2002b; Stivaruis et al., 2002).

Em carne de ovino tratada com sal, ndo houve interferéncia na
luminosidade da carne, com valor médio de 38,69 (Silva Sobrinho, 2004), que é
inferior ao observado nesse estudo.

O componente a* (cor vermelha) ndo apresentou diferenca (p>0,05)
mediante os tratamentos aplicados aos filés em relagdo ao grupo controle. Isso
mostra que os pigmentos de cor ndo foram afetados pelos compostos ozdnio e
dicloroisocianurato de sédio e também pela a¢do do ultra-som. Conclui-se que

nio houve danos na estrutura do citocromos e das mioglobinas presentes nas
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células musculares. Os valores encontrados para a* foram de 1,67; 2,23; 1,96;
1,87 e 2,37, nos respectivos tratamentos T1, T2, T3, T4de T5.

Quanto maior o valor de L*, mais clara € a sua coloracdo e, quanto
menor o valor de L*, mais vermelha é a carne (Oda et al., 2003). De acordo com
os resultados obtidos para a*, embora ndo tenha havido diferenca entre eles,
houve a tendéncia de aumento de a* conforme os valores de L* foram menores,
o que € notado nos tratamentos T2 e T5.

O componente b* (cor amarela) variou (p<0,05) entre os T1, T2 e T4,
tendo, mediante a utilizacdo do T1, sido obtido o maior valor médio para a cor
amarela (-0,83).

Em geral, o teor de amarelo (b*) avalia os pigmentos carotendides
depositados na gordura da carne (Sinclair & O’Dea, 1990). No T1, obteve-se o
maior valor (-0,83) para esse indice, seguido do T4 (-0,95), possivelmente por
ter tido os referidos sanificantes uma menor acdo oxidante na presenca de
matéria organica (Riedel, 1992). O uso do 0z6nio apresentou valor menor para
b*, quando comparado com o dicloroisocianurato de sédio, indicando um poder
oxidante maior do ozo6nio (Landgraf & Franco, 1996).

A variacdo no teor de b* foi de -0,83 a -1,88, fato que pode ocorrer em
virtude da diferen¢a de quantidade ingerida de fitoplancton existente nos tanques
de terra, da capacidade individual de ingestdo e conversdo da ingesta em
lipidios, favorecendo a diferenca na quantidade de pigmentos que estio na
gordura. A varia¢do no teor de lipidios totais foi de 1,33 a 3,19, podendo ser
também em func¢do da deita ingerida. Outra alternativa para as flutuagdes entre
os tratamentos poderia ser em decorréncia de um lote ndo homogénio em relagao
ao peso (Contreras-Guzman, 1994).

Shiau & Chai (1985) analisaram o cagdo (Squalus acanthias) defumado,
apresentando a cor expressada por L* = 443, a* = 7,0 e b* =11,5, preferida

pelos julgadores. Segundo Sousa et al. (2005), os valores médios de croma
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a*(10,60) e b*(41,95) foram superiores nos filés tildpia defumados em relacdo
aos in natura (croma a*(-0,74) e b*(10,17)), em funcdo da exposicdo a ac¢do da
fumaca. A luminosidade (L*61,70) ndo diferiu entre filés in natura, comparados
aos defumados.

Silva Sobrinho (1999), ao avaliar a cor da carne em ovinos
neozelandeses de diferentes gendtipos, obteve valores L*, a* e b* de 37,50; 7,83
e -4,30, respectivamente. Em trabalho recente, Zeola (2002), avaliando a cor das
carnes de cordeiros Morada Nova submetidos a dietas com diferentes niveis de
concentrado, registrou valores L*, a* e b* de 4046; 14,62 e -1,11,
respectivamente. Todos os autores citados avaliaram a cor no mdisculo
semimembranosus

Na literatura pesquisada, ndo foram encontrados dados para
caracterizacdo de cor para peixe e nem sobre sanificantes que possam interferir
nesse aspecto.

Os impactos de intervencdes de antimicrobianas multiplas em carnes
bovinas e em suas caracteristicas sensorias foram estudados. Tratou-se, entdo,
com: dgua de ozonizada 1% seguida por &acido acético 5% (OA), dgua de
ozonizada 1% seguida por cloreto de cetylpyridinium 0,5% (OC), 200 ppm
diéxido de cloro seguido por fosfato de trisédio 10% (CT) e controle (C). As
carnes foram processadas, tratadas, empacotadas e analisadas nos tempos 0, 1, 2,
3 e 7 dias apés a exposi¢do para caracteristicas sensoriais de cor e odor. O
tratamento de CT apresentou mais vermelho em cor global que C e ndo havia
nenhuma diferenca no odor e off-flavor de carne bovina entre os tratamentos
OC, CT de C. OA apresentou menos luminosidade e um maior percentual de
descoloragao superficial quando comparado com o tratamento C (Pohlman et al.,
2002a).

Stivarius et al. (2002), estudando o efeito da desinfec¢do microbiana em

apara de carne bovina com ozo6nio e diéxido de cloro e seus efeitos nas
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caracteristicas de cor e odor, utilizaram os tratamentos: dgua ozonizada 1%
durante 7 minutos (70) e 15 minutos (150) e solugdo de 200 ppm didéxido de
cloro (CLO) e compararam com o controle (C). As aparas tratadas foram
empacotadas e analisadas, aos 0, 1, 2, 3 e 7 dias apds os tratamentos, quanto as
caracteristicas sensorias de cor e odor. Os tratamentos CLO, 70 e 150
apresentaram os seguintes valores para luminosidade (L*) de 49,59; 48,52 e
49,95, que foram maiores na cor da carne quando comparados com C (46,24).
Porém, a cor vermelha (a*) no tratamento 150 (20,33) foi semelhante a C
(20,66) e CLO (18,79) e 70 (19,33) foram inferiores. Nos tratamentos CLO, 70
e 150 obtiveram-se os percentuais de descoloracdo de 5,21%, 5,45% e 5,42%,
que foram menores em relacdo a C (5,50%). Quanto ao pigmento amarelo (b*),
somente no tratamento 150 (22,23) foi maior que nos outros tratamentos. A
intensidade de odor e off-flavor foram semelhantes entre todos os tratamentos. O
resultado para L*, no tratamento com 0zodnio, foi semelhante ao encontrado no

presente estudo, ambos apresentando um maior brilho.

5.2 Anélise sensorial
5.2.1 Carne crua

Em testes sensoriais, ndo foram observadas alteracdes significativas nos
parametros de: cor, cheiro, textura e aspectos gerais da carne crua diante dos
tratamentos utilizados. Siqueira (2001), em filés de tildpia irradiados com 1 e 2,2
kGy e armazenados em temperatura de 0,5°C a 1°C por 20 dias, observou, em
teste sensorial, que os filés foram considerados préprios para comercializagiao
por ndo apresentarem alteracdo de cor, textura e odor.

Segundo a Portaria 185 de 13/05/97 do Ministério da Agricultura,
Pecudria e Abastecimento, publicada no Didrio Oficial da Unido, as
propriedades sensoriais de odor, cor e aspecto devem ser caracteristicas da

espécie analisada. Ficou demonstrado, mediante os resultados obtidos, que os
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tratamentos ndo interferiram significativamente nessas caracteristicas dos filés

de tildpia.

5.2.2  Filé cozido

Os resultados apresentados referem-se a média de conceitos atribuidos
pelo painel de julgadores as caracteristicas da carne de peixe, submetida aos
diversos tratamentos e, posteriormente, assada.

Conforme Miya (1972), o método empregado para cozimento tem efeito
marcante na palatabilidade da carne e deve ser similar ao comumente utilizado
pelo consumidor. O teste sensorial demonstrou que 80% das amostras tratadas
foram consideradas, pelos juizes, muito boas quanto ao sabor quando
comparadas ao controle.

Os juizes conceituaram 83 a 100% das amostras tratadas como normais
quanto ao cheiro e a cor, portanto, os processamentos utilizados para melhor
conservacdo do produto, ndo causaram interferéncia significativa nesses
atributos.

Quanto aos aspectos gerais da carne, os provadores classificaram
83,33% das amostras entre boa e muito boa quando estas foram tratadas com
cloro, 0z6nio, 0zénio e cloro associado ao ultra-som. O controle teve a mesma
classificacdo, ficando, portanto, evidenciado que esses tratamentos nao
influenciaram nas caracteristicas gerais do produto.

Observando—se todas as propriedades sensoriais avaliadas e os dados
obtidos e comparando os grupos tratados com o controle, constata-se que nao
houve modificagdes acentuadas em todos os parametros analisados. Ainda,
deve-se considerar que essas avaliagdes sdo muito subjetivas, uma vez que cada
juiz pode interpretar, de modo diferente, os pardmetros julgados, apesar de
serem treinados.

Comparando com carne de frango, Erickson (1999), ao efetuar lavagem
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de carcacas em chiller com 4gua tratada com 18 mg/L de cloro (a partir de cloro
gasoso), ndo observou diferenga significativa entre amostras tratadas e controle,
concluindo que a clora¢do da dgua nio interferiu nas propriedades sensoriais da
carne de frango cozido.

Sheldon & Brown (1986), quando utilizaram o ozdnio entre 3,0 e 4,5
mg/L durante 45 minutos, relataram que coloragdo, sabor e odor ndao foram
alterados apds o tratamento das carcagas de frango. Chang & Sheldon (1989)
igualmente descrevem que a utilizacdo de 2,1 mg/L. de ozbénio em &dgua de
lavagem de carcacas, sob forma de pulverizagdo ndo provocou alteragdes de
coloragdo, sabor e odor apds o tratamento das carcagas de frango e, além disso,

nio promoveu a sua oxidacao lipidica.
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6 CONCLUSOES

Apés a realizacdo dos tratamentos, ndo foram observadas alteragdes de
pH que pudessem interferir na comercializagdo e no consumo do filé de tildpia.

As alteracdes sofridas no pardmetro cor ndo foram de intensidade tal que
pudessem comprometer a sua comercializagdo.

Nos tratamentos utilizados houve uma diferenca na perda de peso ap6s o
cozimento, porém, ndo interferindo nas propriedades sensérias do filé de tilapia.

Observando todas as propriedades sensoriais avaliadas, quando
comparadas as amostras tratadas com o controle, constatou-se que ndo houve

modifica¢des que inviabilizassem a comercializagdo dos filés de tildpia.
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CAPITULO 4

ACAAO SANIFICANTE DO DICLOROISOCIANURATO DE S,(’)DIO,
OZONIO E ULTRA-S,OM SOBRE A MICROBIOTA DE FILES DE
TILAPIA (Oreochromis niloticus)



1 RESUMO

OLIVEIRA, Nelma de Mello Silva. Acdo sanificante do dicloroisocianurato de
sddio, oz6nio e ultra-som sobre a microbiota de filés de tildpia (Oreochromis
niloticus). In: . Acao sanificante do dicloroisocianurato de sédio,
0zonio e ultra-som em filés de tilapia (Oreochromis niloticus). 2005. Cap.4,
p.97-143. Tese (Doutorado em Ciéncia dos Alimentos) - Universidade Federal
de Lavras, Lavras.

Os efeitos da desinfeccdo microbioldgica em filés de tildpia, coletados
em Alfenas, MG, Brasil, foram estudados apds aplicacdo dos tratamentos: dgua
clorada (dicloroisocianurato de sédio — 3,0 a 3,5 mg/L) (T1), dgua clorada
associada ao ultra-som (T2), dgua ozonizada (3,0 a 3,5 mg/L) (T3), e 4gua
ozonizada associada ao ultra-som (T4) e controle (T5). Os filés foram tratados
por imersdo nas solugdes por 20 minutos. O crescimento de microrganismos
aerébios mesoéfilos (MA), psicrotréficos (P), fungos filamentosos e leveduras
(FL), estafilococos coagulase positiva (SC), Escherichia coli (EC), coliformes a
35 °C (C), Salmonella sp (S), Pseudomonas sp (P) e Listeria monocytogenes (L)
foi avaliado apds 0, 7, 14 e 21 dias da aplicagdo dos tratamentos. No T4, no 14°
dia, foi observada a menor média de crescimento de MA (5,34 log,, UFC/g,); P
(6,10 log,y UFC/g,); FL (4,04 log,o UFC/g,); C (1,81 log,y UFC/g,) e SC (4,16
log,y UFC/g,). As S foram eliminadas apds os tratamentos T2 e T4, ocorrendo
reducdes do nimero de microrganismos de 33,33% no T1 e de 66,66% em T3.
As P foram eliminadas apds os tratamentos T2, T3 e T4, ocorrendo reducio de
66,66% no tratamento T1. Nido foi detectada em nenhum dos tratamentos,
inclusive o controle, presenga de Listeria monocytogenes. Conclui-se que o
tratamento T4 foi o mais eficiente na reducdo da microbiota presente nos filés,
resultando em aumento da vida de prateleira.

Termos de indexacdo: tildpia, sanificacdo, microbiota de peixe, cloro, 0zdnio,
ultra-som.
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2 ABSTRACT

OLIVEIRA, Nelma de Mello Silva. Sanitizers’ action of sodium
dichloroisocyanurate, ozone and ultrasound on the microflora of tildpia filets
(Oreochromis niloticus). In: . Effect of sodium dichloroisocyanurate,
ozone and ultrasound in tilapias’s filets (Oreochromis niloticus). 2005.
Chapter 4, p.97-143. Thesis (Doctorate in Food Science) - Universidade Federal
de Lavras, Lavras.

The microbial loud in tilapia’s filets were studied after application of the
treatments: chlorinated water (sodium dichloroisocyanurate - 3,0 to 3,5 mg/L)
(T1); chlorinated water associated to ultrasound (T2); ozonated water (3,0 to 3,5
mg/L) (T3); and ozonated water associated to ultrasound (T4) and control (T5).
The filets were treated by immersion in the solutions, pH 6,0, at 5°C, for 20
minutes. The growth of aerobic mesophilic bacterial (MA), psychrotrophic
bacterial (P), filamentous fungi and yeasts (FL), positive Staphylococcus
coagulase (SC), Escherichia coli (EC), coliformes to 35 °C (C), Salmonella sp
(S), Pseudomonas sp (Ps) and Listeria monocytogenes (L) were evaluated after
0, 7, 14 and 21 days of the application of the treatments. In T4, in the 14th day,
was observed smallest medium of growth of MA (5,34 log,, UFC/g,); P (6,10
log,o UFC/g,); FL (4,04 log,, UFC/g,); C (1,81 log,o UFC/g,) and SC (4,16 log;o
UFC/g,). S were eliminated after the treatments T2 and T4, with reductions of
33,33% in T1 and of 66,66% in T3. Ps was eliminated after the treatments T2,
T3 and T4, with reductions of 66,66% in the treatment T1. Listeria
monocytogenes was not detected in none treatment. In conclusion, T4 was the
most efficient in the reduction of the microflora in the filets, resulting in increase
in the shelf life.

Keywords: tildpia, sanitization, fish, microflora, chlorine, ozone, ultrasound.
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3 INTRODUCAO

As alteragdes microbianas causadas pela multiplicagdo dos
microrganismos podem modificar as caracteristicas organolépticas do alimento,
depreciando-o ou impedindo o seu consumo. A vida ttil do pescado &
determinada pelas reagdes enzimaticas, pelo niimero e espécies de
microrganismos presentes, fatores esses dependentes da microbiota natural e
manuseio desde a captura até a estocagem do produto final (Jay et al., 2005).

A microbiota do peixe € influenciada pelo seu hébitat (um dos principais
fatores de selecdo) e pela temperatura da dgua que, raramente ultrapassa a 25°C.
Associadas a isso, as condi¢des de estocagem favorecem o desenvolvimento de
microrganismos psicrotroficos. Os microrganismos mais importantes implicados
na deterioracdo de pescado de dgua doce sdo Pseudomonas fluorescens,
Pseudomonas fragi e Shewanella putrefaciens. Esses géneros, além da sua
natureza psicrotréfica, sdo capazes de utilizar, para o seu desenvolvimento,
substancias nitrogenadas ndo-protéicas (Leitdo et al., 1985; Leitdo, 1977; Franco
& Landgraf, 1996).

Dependendo da regido de onde os peixes sdo obtidos e das condicdes de
qualidade da 4gua, a carga contaminante deve variar. Disney (1976) afirma, em
estudo sobre a deterioragcdo de pescado em dreas tropicais, que os peixes, nessas
regides, apresentam poucas espécies de pisicotréficos, razdo pela qual
evidenciam reduzidas taxas de deterioragdo quando estocados no gelo. Os
microrganismos aerébios mesofilos predominantes sdo mais adaptados a
temperaturas ambientes mais elevadas, havendo acentuada queda destes por
ocasido do armazenamento refrigerado, que inibe o seu crescimento.

O crescimento bacteriano se dd pela penetragdo microbiana nos

musculos a partir das guelras ou visceras, ocorrendo com intensidades
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diferentes, dependendo também das condi¢des de temperatura e umidade,
podendo acelerar o processo de decomposi¢do do produto (Shewan & Murray,
1979).

Devido a alta perecibilidade do pescado, a utilizagdo de métodos de
sanificacdo durante o processo de produgdo, com substincias alternativas, pode
influenciar na vida de prateleira. O controle microbiolégico pode ser feito por
vdrias maneiras e, dentre elas, destacam-se os meios quimicos, garantindo a
qualidade dos produtos, por controlar a populagdo microbiana, que passa por
resfriamento e solucdes de sanificantes quimicos (Thomson et al., 1976; Tsai et
al., 1992).

O cloro, na industria de alimento, ¢ um produto muito utilizado pelo seu
baixo custo e alto poder bactericida. Contudo, o hipoclorito de sédio é altamente
reativo com substincias hdmicas, resultando na formacdo de trihalometanos,
substincias com caracteristicas carcinogénicas. O dicloroisocianrato de sédio
(DCIS) € uma alternativa para a desinfec¢do da dgua e alimentos, pois é menos
reativo com substancias himicas (Macedo, 2000). O cloro e seus derivados
atuam sobre os agentes indesejaveis por meio do dcido hipocloroso (HCIO), o
qual libera oxigénio nascente, que oxida os componentes celulares do citoplasma
e nucleo, ou pela acdo do cloro (Cl,), que pode associar-se com proteinas da
membrana celular, interferindo nas fungdes bioldgicas normais das membranas,
incluindo o transporte de nutrientes (Block, 1991).

Considerando a necessidade do controle de patégenos emergentes e
reducdo dos niveis de trihalometanos na 4gua potdvel, Kim et al. (1999)
propdem a utilizacdo do ozdnio como alternativa sanificante em relacdo aos
compostos clorados. A atuacdo do ozOnio estd relacionada com a rdpida
oxidag¢do de lipidios insaturados e proteinas, principalmente as formadas por
aminodcidos contendo o grupo sulfidrila (SH). Essa substincia oxida grupos

sufidrila e amino, coagula as proteinas e inativa as enzimas desidrogenase,
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catalase e peroxidase. O ponto de acdo primdrio na célula é, possivelmente, a
membrana celular, podendo ser por lise nas duplas ligacdes dos lipidios
insaturados (Gurley, 1985; Kim et al., 1999).

O ozo6nio € uma alternativa para sanificacdo na industria de alimentos,
por possuir amplo espectro de ag¢do, niao deixando residuos, devido ao seu alto
poder oxidante (Torres et al., 1996). Ele reconhecido como possivel substituto
do cloro no tratamento industrial de alimentos e no controle do crescimento de
microrganismos que se acumulam na superficie da d4gua (Boot, 1991).

O ozdnio tem amplo espectro de atuacdo contra bactérias, virus, fungos
filamentosos, leveduras e sobre formas esporuladas, exigindo menor
concentracdo e menor tempo de acdo do que aqueles exigidos pelo cloro. Esse
composto tem, ainda, capacidade de oxidar alguns poluentes orginicos e
inorganicos (Torres et al., 1996).

Um método fisico muito utilizado na inddstria de alimentos como
sanificante é o vapor de dgua. Entretanto existem outras opgdes alternativas,
como o ultra-som, que inativam os microrganismos pela introduc¢do de ciclos
alternados de compressdo e expansio em meio liquido, obtendo-se efeito
bactericida a partir das ondas de alta intensidade. Estas resultam na ocorréncia
de pequenas bolhas, que crescem até explodirem durante a fase de expansdo
(Forsythe, 2002). A forma de destrui¢do dos microrganismos pelo ultra-som se
deve a combinacdo de seus efeitos: cavitagdo e suas forcas (formagdo e difusio
de bolhas que causam mudancgas fisicas na célula), aumento de calor localizado e
pressdo e formacdo de radicais livres na dgua (OH-, H+, H,0,), que possuem
efeitos bactericidas (Datta, 2002), razdo pela qual o Food and Drug
Administration (FDA), indica o uso de ondas ultra-sonicas, associadas a outros
processos de sanificagdo (FDA, 2000; Datta, 2002).

As técnicas de intervengdo tnica durante o processamento de produtos

carneos sdo relativamente eficientes em reduzir microrganismos (Dorsa et al.,
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1998; Gill & Bandoni, 1997), porém, tratamentos com antimicrobianos
multiplos para a desinfeccdo de carne antes do processamento podem prover
maior barreira a sobrevivéncia e proliferagdo microbianas.

Esta investigacdo cientifica teve como objetivo avaliar in vitro a
atividade sanificante da 4gua ozonizada ou clorada, associada ou ndo ao ultra-
som, sobre filés de tildpia (Oreochromis niloticus) por imersao, com relacio ao
crescimento de mesoéfilos aerdbios, psicrotréficos, bolores e leveduras,
estafilococos coagulase positiva e a presenca de Salmonella sp, Pseudomonas sp

e Listeria monocitogenes.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material experimental

Os animais utilizados no presente estudo foram tildpias (Oreochromis
niloticus) adultas e com peso vivo médio de 800 g, criadas em tanques de terra
da estacdo de piscicultura da Universidade de Alfenas (latitude 21° 25°S,
longitude 45° 58’S e altitude de 800 m). O clima apresentado nessa regido &
subtropical, imido, com temperatura média anual de 20,5 °C (Instituto Nacional
de Meteorologia, 2004).

O sistema de cultivo utilizado foi o intensivo, usando, na alimentacio,
racdo com um teor de 28% de proteina bruta e 3200 kcal/kg de energia
metabolizavel (EM), fornecida duas vezes ao dia.

Os animais foram retirados dos tanques na fase de terminacdo e
colocados em tanques (caixas de fibra de vidro) sendo submetidos a um periodo
de 24 horas de depuracdo. Posteriormente, as 28 tildpias insensibilizadas em
tanques com 4gua e gelo (5°C) foram evisceradas e fileteadas sem peles, de
forma que, de cada peixe, foram obtidos 2 filés, perfazendo um total de 56
amostras. Em seguida, os filés foram embalados em sacos pldsticos estéreis,
proprios para armazenamento de alimento em freezer ou geladeira e

transportados ao laboratério em caixas isotérmicas com gelo (Silva et al., 2001).

4.2 Tratamentos

Um total de 56 filés de tildpia, divididos aleatoriamente em 5 grupos,
foram submetidos aos tratamentos: T1, dgua clorada com 3,0 a 3,5 mg/L de
dicloroisocianurato de sédio (Macedo, 2000); T2, dgua clorada com 3,0 a 3,5
mg/L. de dicloroisocianurato de sédio (Macedo, 2000) mais o ultra-som; T3,

dgua ozonizada com 3,0 a 3,5 mg/L de ozbnio (Sheldon & Brown, 1986; Chang
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& Sheldon, 1989); T4, 4gua ozonizada mais o ultra-som e T3, controle (tratado
com 4gua). Os tratamentos foram aplicados por imersdo dos filés em solucdo a
temperatura de + 5°C em cuba lavadora ultra-sénica por 20 minutos (as
concentracdes foram monitoradas a intervalos de 5 minutos).

A concentracdo de cloro foi determinada conforme previsto na legislacio
(Brasil, 1999). O residual de cloro foi monitorado por colorimetria por
comparacao visual, utilizando a solucdo padrdo de N.N. dietil-p-fenilendiamina
(DPD) e confirmado pelo método iodimétrico indireto, sendo o tiossulfato de
sédio a 0,1N a solugao titulante (APHA, 1992).

A concentragdo de ozo6nio foi determinada segundo Chang & Sheldon
(1989), sendo dissolvida na 4dgua de resfriamento monitorada com auxilio do
monitor Residual Ozone System (ROS), com instrumento indicador da
Orbisphere Laboratories®, modelo 26506, contendo uma célula eletroquimica
que determina o residuo de ozo6nio por diferenca de condutividade (Cardoso,
1999). Essa medida foi confirmada pelo método iodimétrico, que utiliza o

tiossulfato de s6dio a 0,1N como solucio titulante (APHA, 1992).

4.3 Condicoes de elaboracio experimental
4.3.1 Sistema de cloro

No tratamento com cloro foi utilizada dgua da rede de abastecimento da
Unifenas, que passa por tratamento de cloracdo convencional, no préprio
campus. Para sua utilizacdo, instalou-se, no seu ponto de chegada, no
laboratério, um filtro de carvao para reter o residual de cloro. Essa dgua foi
utilizada para o abastecimento de uma caixa d’dgua de fibra de vidro, com
capacidade para 250 litros, sendo conduzida por tubulagdo a cuba ultra-sonica.

O produto comercial utilizado foi o dicloroisocianurato de sddio (nome
comercial Aquatabs®, Bayer). A solucdo de &4gua clorada utilizada nos

tratamentos foi preparada com 250 litros de dgua, adicionada de uma pastilha de
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2,5 g de dicloroisocianurato de sdio, que produziu um residual de cloro livre de
3,0 mg/L a 3,5 mg/L.

A refrigeracdo da solucdo foi feita com 40 kg de gelo fabricado com
dgua potavel e picado, necessdrios para manter a temperatura dos 250 L de dgua

entre 3°C a 5°C, por, aproximadamente 30 minutos.

4.3.2 Sistema de ozonizacao

A 4gua utilizada para o tratamento com ozdnio foi obtida da rede de
abastecimento da Unifenas, passando por tratamento de clora¢do convencional,
no préprio campus. Para sua utilizacdo, instalou-se no seu ponto de chegada, no
laboratério, um filtro de carvao para reter o residual de cloro. Essa dgua foi
utilizada para o abastecimento de uma caixa d’dgua de fibra de vidro, com
capacidade para 500 litros.

O ozdnio foi obtido no préprio Laboratério de Microbiologia e
Fisiologia de Microrganismos da Unifenas, produzido por um gerador que foi
alimentado por um cilindro de 100 kg oxigénio. O gerador utilizado foi o
modelo EAS 470 DC, que apresenta capacidade de 10 g/h a 3% de concentracao
em peso de ozdnio gerado, quando operado com vazdo de oxigénio de 4,2
L/min, i pressio de 1,0kgf/cm’. O cilindro de oxigénio foi conectado ao gerador
através do regulador de pressdo e fluxdmetro. O ozdnio produzido pelo gerador
foi conduzido até a caixa d’agua por meio de tubulacio.

No periodo de ozonizacdo da dgua, utilizou-se um sistema fechado de
resfriamento em que o ozo6nio foi concentrado na caixa d’agua, através de um
conjunto venture (bomba de recirculagdo). A dgua ozonizada passou por
serpentina imersa em tanque isotérmico, contendo 40 kg de gelo seco, 20 L de
dgua e 2,5 L de élcool, atingindo a temperatura de 3°C a 5°C e chegando a cuba
ultra-sonica por meio da tubulacio da serpentina.

O sistema foi operado com 5 L de oxigé€nio por minuto e pressdo de
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0,5kgf/cm’®, com producio 6,88 g/h de ozonio. Trabalhando sob as condi¢des
ajustadas, ap6os 30 minutos de saturacdo, os 500 L de 4gua adquiram um residual

de ozobnio entre 3,0 a 3,5 mg/L.

4.3.3 Pontos de controle dos tratamentos

O sistema, utilizado nos cinco tratamentos, foi operado com uma vazao
de 4 L de solucao/minuto, regulada antes do inicio de cada tratamento. Também
foi monitorado o pH da solug@o de todos os tratamentos que apresentaram média
de pH 6,0. O pH das solucdes foi determinado a partir de uma amostra de 10 mL
por imersdo das tiras reagentes, com escala de 0 a 14 e intervalos de 0,2
unidades de pH.

A temperatura da solugdo dos tratamentos foi monitorada com auxilio de
um termdémetro acoplado a cuba lavadora, para verificar a temperatura no inicio,

meio e fim da aplicag@o dos tratamentos.

4.3.4 Manutencao das amostras ao término dos tratamentos

Ao término dos tratamentos aplicados, cada filé foi retirado da cuba de
resfriamento, ficando suspensos por 15 a 20 segundos para o gotejamento.
Imediatamente apds esse procedimento, as amostras foram acondicionadas
assepticamente em embalagem pléstica, estéril, propria para o armazenamento
de alimentos, sendo identificada e refrigerada em estufa BOD, & temperatura de

1,5°C (x0,5°C).

4.4 Analises microbiologicas
As andlises foram realizadas de acordo com Silva et al. (2001), exceto

quando mencionados outros autores no texto.
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4.4.1 Preparo de amostras para a analise pela técnica da “lavagem
superficial”.

Apés o tempo de 0, 7, 14 e 21 dias da aplicacdo dos tratamentos, trés
amostras de filés provenientes de cada um dos 5 tratamentos foram tomadas e
preparadas da seguinte maneira: 225 mL de dgua peptonada a 0,1% em
erlenmeyer aos quais foram adicionados 25 g das amostras. O conjunto foi
agitado mecanicamente em mesa agitadora, tipo “Shaker” por 5 minutos
(Sheldon & Brown, 1986; Ritter, 2000).

A partir dessas amostras, prepararam-se dilui¢des de 10” a 10 para as
analises microbiolégicas quantitativas do tempo 0, e dilui¢es de 10* a 10™ para
essas andlises, nos demais tempos.

Nas pesquisas de Salmonella e Pseudomonas, o rinse foi inoculado “in

natura”.

4.4.2 Contagem de bactérias aerobias mesofilas, psicrotroficas,
Staphylococcus sp, de fungos e leveduras.

A partir de diluigdes seriadas da dgua de “rinsagem”, procedeu-se a
inoculagdo, em triplicatas, utilizando-se os seguintes métodos e meios de
cultura:

a) Plaqueamento em profundidade

a.1) Quantificacdo de bactérias aerébias mesoéfilas em dgar padrio para
contagem (PCA).

Acrescentou-se a placa de Petri 1 mL do material em 15 a 20 mL do
meio apropriado. Apds a semeadura realizada em cdmara de fluxo laminar, as
placas foram homogeneizadas e incubadas em estufas reguladas a 35°C a 37°C,
por 48 horas.

b) Plaqueamento em superficie

b.1) Quantificagdo de bactérias aerdbias psicrotréficas, em dgar padrao
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para contagem (PCA).

A inoculacdo das aliquotas de 0,1 mL das diluicdes adequada das
amostras foi feita em placas, sendo espalhadas com alga de Drigalsky e
incubadas a 7°C por 10 dias.

b.2) Quantificacdo de bolores e leveduras em dgar batata dextrose
acidificado com 4cido tartérico 1%

A inoculacdo das aliquotas de 0,1 mL das diluicdes adequada das
amostras foi feita em placas, sendo espalhadas com alga de Drigalsky e
incubadas a 25°C por 3 a 5 dias.

b.3) Quantificacio de Staphylococcus sp em dgar Baird Parker.

A inocula¢do das aliquotas de O,ImL das dilui¢des adequada das
amostras foi feita em placas, sendo espalhadas com alca de Drigalsky e
incubadas a 35°C por 24 horas.

A confirmacdo de Staphylococcus sp foi realizada a partir de coldnias
especificas desenvolvidas no Baird Parker, apresentando as seguintes
caracteristicas: colora¢do negra, aspecto lustroso e formato convexo, 1 a 5 mm
de diametro, rodeadas por halo claro de 2 a 5 mm de largura.

As colonias tipicas foram contadas e identificadas por provas
bioquimicas auxiliares, como catalase, crescimento em manitol salt &4gar,
coagulase, e DNase.

Para as provas de catalase e coagulase, as colonias tipicas foram
repicadas para o caldo BHI e incubadas a 37°C por 24 horas. Apds esse tempo,
0,3 mL da cultura foi adicionado a 0,5 mL de plasma de coelho e incubados em
banho-maria a 37°C, por 1- 4 horas.

A partir da cultura em caldo BHI, colocou-se uma goticula desse indculo
numa lamina de microscépio em que foi gotejada dgua oxigenada. Observou-se
o desprendimento de bolhas. Posteriormente, foram transferidos Sml do tubo de

caldo BHI positivo para o banho-maria a 100°C, mantendo-se por 15 minutos.
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Em seguida, uma alcada foi inoculada em cavidade do 4gar azul de toluidina-
DNA. Incubou-se a 35°C a 37°C por 1 a 4 horas. O aparecimento de halo rosa ao
redor do orificio inoculado indicou a presenca da nuclease (DNase),

caracteristica marcante para a identificagio do S aureus.

4.4.3 Determinacio do Niimero Mais Provavel (NMP) de coliformes totais e
Escherichia coli

De cada dilui¢do seriada, foram retiradas aliquotas de 1 mL e
adicionadas no frasco préoprio contendo 9 mL de meio de -cultura.
Posteriormente, o conteido do frasco (amostra + meio) foi adicionado
diretamente no centro da placa vazia do simplate e, depois de tampada, agitada
em movimentos circulares nos sentidos hordrios e anti-hordrios.

O meio foi distribuido nas 84 cavidades e o excesso foi retirado,
inclinando-se a placa num angulo de 90° a 120° para absor¢do do mesmo por
tampao de algoddo localizado em um dos lados da placa. Apds esse
procedimento, incubou-se a placa a 37°C por 24 horas em posi¢do invertida.

Na obtencdo dos resultados para coliformes totais, contaram-se
visualmente as cavidades que apresentaram coloracdo rdésea ou vermelha.
Incidindo 1ampada UV, de 365 nm de comprimento de onda e 6 w de poténcia,
foram consideradas cavidades positivas para E. coli as que apresentaram

qualquer fluorescéncia, independentemente da intensidade.

4.4.4 Pesquisa de Salmonella spp.
A metodologia empregada para a detec¢do de Salmonella spp, em
alimentos, compds-se das seguintes etapas:
» pré-enriquecimento: em recipiente com 10 mL da solugdo de rinsagem,
obtida da lavagem superficial de amostras tratadas e do controle,

representando o conteido bacteriano de aproximadamente 25 g do
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produto, foram adicionados a 90 mL de 4dgua petonada tamponada a
1,0%. Tendo sido imediatamente vedado o recipiente, este foi colocado
em agitador mecanico por 1 minuto e posteriormente, incubado a 35°C a
37 °C por 18 horas (ICMSF apud Silva et al, 2001);

» enriquecimento seletivo: apés a fase de pré-enriquecimento, 1 mL da
cultura de pré-enriquecimento foi transferida para duas baterias,
contendo tubos com 9 mL dos meios caldo selenito-sistina (Caldo SC,
Merck) e caldo de enriquecimento tetrationato (Caldo TT, Merck).
Incubando-se, em seguida, uma bateria a 43°C e outra a 35°C, pelo
periodo de 24 horas (Siqueira, 1995);

» plaqueamento em meios seletivos e indicadores, utilizando-se de meios
sOlidos: utilizaram-se os meios de cultura d4gar Rambach; dgar, segundo
Hektoen e 4gar Salmonella-Shigella (Agar SS), todos da Merck.
Aliquotas das culturas de enriquecimento foram estriadas em cada meio,
efetuando-se, posteriormente, incubacdo das placas a 35°C a 37°C por
24 horas (Siqueira, 1995);

» triagem das colOnias: colOnias suspeitas obtidas nos meios seletivos
foram repicadas para os meios Triplyce Sugar Iron Agar (dgar TSI,
Merck) e dagar lisina ferro (LIA, Merck), tendo os mesmos sido
incubados a temperatura de 35°C a 37°C por 24 horas (Siqueira, 1995);

» provas bioquimicas complementares: a comprovacdo do género
Salmonella foi feita utilizando-se o Sistema Api 20E e Reactivos da Bio

Merieux.

4.4.5 Pesquisa de Pseudomonas spp.
Cerca de 10 mL da solugdo “rinse”, obtidos da lavagem superficial de
amostras tratadas e controles, representando o conteido bacteriano de

aproximadamente 25 gramas do produto, foram adicionados a 90 mL de caldo
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BHI (Brian Heart Infusion, Merck) com 1% de solu¢do de nitro furantoina. O
recipiente foi imediatamente vedado e colocado em um agitador mecénico por 1
minuto, sendo posteriormente, incubado a 35°C a 37°C / 24 a 48 horas.
Posteriormente, repicou-se o material, em triplicata, para o d4gar
cetrimide (Merck), sendo incubado a 42°C / 18 a 24 horas. Nas colOnias
caracteristicas de Pseudomonas, que se desenvolveram nesse meio, foi realizado
o teste da oxidase através de tiras reagentes, a confirmacdo do metabolismo
oxidativo em meio para oxida¢do/fermentacio (OF Broth, Merk) e a

identifica¢do bioquimica no Sistema BacTray III, da Difco (Cardoso, 1999).

4.4.6 Isolamento de Listeria monocytogenes

Foram colocados 25 g da amostra em 225 mL de caldo de
enriquecimento para Listeria (LEB), homogeneizando e incubando a 30 °C por
24 horas. Posteriormente, o frasco com o caldo LEB foi agitado, estriando-se
com alca de platina, aliquotas do caldo de enriquecimento em placa com 4gar
Oxford e outra contendo dgar Palcam. As placas com &4gar Oxford foram
incubadas a 30°C e as com dgar Palcam a 35°C, todas por 24 a 48 horas. O caldo
LEB foi reincubado por 24 horas, repetindo-se o plaqueamento apds 48 horas de
incubagdo. Apds a incubacdo das placas por 24 horas, estas foram observadas
verificando-se a presenca ou ndo de colOnias tipicas; em casos negativos, as

placas foram reincubadas e observadas novamente com 48 horas.
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5 RESULTADO E DISCUSSAO

As solugdes dos tratamentos aplicados as amostras (filés) apresentaram
concentracdes médias de sanificantes variando entre 3,0 a 3,5 mg/L, em

temperatura média de 3°C a 5°C e média de pH 6,0.

5.1 Contagem total de microrganismos mesofilos aerdobios

O ndmero de microrganismos mesoéfilos € indicador da qualidade
higiénica dos alimentos e fornece dados sobre tempo de conservacdo (Hobbs &
Roberts, 1993; Silva, 1998). Contagens elevadas dessas bactérias indicam que o
alimento pode ser insalubre, levando a crer que a matéria-prima foi contaminada
e ou houve condic¢des inadequadas de processamento (Siqueira, 1995; Landgraf
& Franco, 1996). Nesse grupo, sdo encontradas bactérias patogé€nicas e o seu
nimero decresce paulatinamente durante o armazenamento refrigerado
(Noskowa, 1978; Veiga, 2003).

No presente estudo, verificou-se que, no 14° dia, os grupos tratados que
mostraram as menores médias de crescimento comparativamente aos sistemas
controles foram as amostras do T4, com média de 5,34 log,;o UFC/g, seguido do
T1, com 5,71 log,y UFC/g (Figura 1).

A atuacdo mais efetiva do T4 deve-se a acdo simultinea dos agentes
quimico e fisico, levando 4 potencializagao da agado sanificante. Por outro lado, o
grupo T2 apresentou crescimento elevado (7 log,o UFC/g), quando comparado
aos demais tratamentos e grupo controle (6,40 log,UFC/g). Isso pode ser
explicado pela acdo facilitadora do ultra-som no deslocamento dos
microrganismos, auxiliado por um menor efeito residual do dicloroisocianurato
de sédio no 14° dia do tratamento (Kim et al., 1999; Datta, 2002; Veiga, 2003).

Segundo Batista et al. (2004), os resultados das andlises bacterioldgicas
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realizadas na pele de matrinxd Brycon cephalus, procedente de piscicultura e
conservado em gelo, para grupo de bactérias meséfilas a 35°C, apresentou
crescimento discreto ao longo de todo o periodo de estocagem, passando de
4,6x10° UFC/cm® no primeiro dia para 3,0x10° UFC/cm® no 29° dia de
estocagem. A legislacdo do estado de Sdo Paulo, pormeio do seu Cddigo
Sanitario, estabelece o limite mdximo de 3,0x10° UFC/g de pescado na
contagem padrdo em placa. No presente estudo, observou-se um crescimento
ascendente no T2, embora ao longo dos 21 dias, os filés ficassem em
temperaturas de 1,5°C (+0,5°C) além do tratamento sanificante, confirmando a

acdo do ultra-som em facilitar a separacdo das células bacterianas das coldnias.
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T1 - Tratamento com dicloroisocianurato de soédio, T2 -Tratamento com

dicloroisocianurato de sédio associado ao ultra-som, T3 - Tratamento com o0zdnio, T4 -
Tratamento com 0zOnio associado ao ultra-som e T5 — Controle

FIGURA 1 Médias de crescimento de meséfilos aerébios apds os tratamentos
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Wempe & Davdisom (1992) observaram que o tratamento de filés de
carpa capim com solucdo de 200 pug/mL de hipoclorito de sédio reduziu
significativamente as populacdes iniciais de bactérias aerdbias mesoéfilas e
coliformes. Jesus et al. (2001), estudando a estabilidade quimica e
microbiolégica de "minced fish" produzido em condi¢des industriais, com
espécies de peixes da Amazonia, observaram uma variacdo no crescimento de
bactérias mesdfilicas de 4,88 a 6,81 UFC/g e de psicrotréficas de 4,20 a 6,81
UFC/g, num periodo de 120 dias de estocagem a -18°C. Scherer et al. (2004)
observaram que as populacdes de bactérias mesoéfilas e psicrotréficas no grupo
controle ultrapassaram as contagens preconizadas (3x10° UFC/g"' bactéria
mesofilas e 10’ UFC/g" bactéria psicrotréficas - ICMF) antes do 14° dia de
armazenagem, enquanto que, no grupo tratado com cloro este limite foi
ultrapassado apds o 14° dia de armazenagem.

Os resultados obtidos no presente estudo confirmam os obtidos por
Scherer et al. (2004) e Wempe & Davdisom (1992).

O impacto de intervencdes sanificantes antimicrobianas multiplas foi
estudado em amostras de carne bovina quanto aos aspectos microbianos com:
dgua ozonizada a 1% seguida por 4cido acético a 5% (OA); dgua ozonizada a
1% seguida por cloreto de cetylpyridinium a 0,5% (OC); diéxido de cloro 200
ppm seguido por fosfato de trisédio 10% (CT) e controle (C). As carnes foram
processadas, tratadas em imersdo com temperatura de 7,5°C, empacotadas,
armazenadas a 4°C e analisadas nos tempos 0, 1, 2, 3 e 7 dias, apds a exposicao,
para contagem padrio de aerdbios (APC), E. coli (EC), coliformes
termotolerantes (CO) e Salmonella typhimurium (ST). Os tratamentos OA e OC
reduziram os tipos bacterianos avaliados, enquanto o CT reduziu EC, CO e APC
(Pohlman et al., 2002). Dentre os tratamentos de intervengao, os mais eficientes
foram aqueles em que houve associagdo com o 0zdnio. Assim, os resultados do

presente trabalho confirmaram os resultados de Pohlman et al. (2002).
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Na sanificacdo microbiana de aparas de carne bovina foram comparados
os tratamentos com dgua ozonizada 1% durante 7 minutos (70) e 15 minutos
(150); com solucdo de didéxido de cloro 200 ppm (CLO) e controle (C). As
aparas foram processadas, tratadas em imersao, empacotadas e armazenadas a
4°C. Nos tempos 0, 1, 2, 3 e 7 dias apds exposi¢do, foram analisadas quanto as
contagens padrdo em placa de bactérias aerébias (APC), EC, CO e Salmonella
typhimurium (ST). O tratamento CLO reduziu todos os agentes bacterianos
avaliados, considerando que os tratamentos 70 e 150 reduziram somente APC e
ST, e ainda 150 reduziu CO. Nos tratamentos conduzidos por Stivarius et al.
(2002), o maior tempo de exposicao ao ozdnio (15 minutos) foi mais efetivo nas
reducdes microbianas do que sua utilizagdo por menos tempo (7 minutos).
Porém, no presente estudo, nas intervengdes antimicrobianas com tratamento
Unico, o dicloroisocianurato de sédio foi mais efetivo do que o ozbnio para
contagem de bactérias mesoéfilas aerdbias.

A legislagdo brasileira ndo determina valor padrdo para microrganismos
mesdfilos aerdbios, masm, quando estes se apresentam em valores superiores a
10° a 10° UFC/g, podem aparecer alteragdes organolépticas detectdveis nos
alimentos (Landgraf & Franco, 1996).

Os peixes obtidos na regido Sul de Minas Gerais, onde o clima
caracteristico € o subtropical Umido, com uma variagdo média anual de
temperatura entre 20,5°C a 25°C, o crescimento de microrganismos mesoéfilos e
psicrotréficos € favorecido nos peixes. Imediatamente apds a aplicagdo do
tratamento, observou-se uma contagem maior de bactérias mesdfilas nas
amostras controle (4,24 log;y UFC/g), quando comparadas com outros
microrganismos, como, por exemplo, os psicrotréficos (4,1 log;o UFC/g).

Leitdo et al.(1985) relatou a ocorréncia de predominancia da microbiota
mesofilica nos peixes fluviais e lacustres. Esse fato é explicado pelas condi¢des

de temperatura que, nessa regido, sdo de clima subtropical, favorecendo o
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estabelecimento da microbiota mesofilica no pescado (Liston, 1980; Shewan,

1971), o que poderia ser explicado também para os resultados aqui obtidos.

5.2 Contagem de microrganismos psicrotroéficos

Os microrganismos psicrotréficos estdo relacionados com a populagdo
deteriorante que age em carnes sob refrigeracdo (Landgraf & Franco, 1996;
Forsythe, 2002). Estando presentes, causam grande variedade de alteragdes. Sua
deteccdao estd associada a falha no processamento ou contaminag¢des pds-
processamento e, ainda, a estocagem prolongada sob refrigeracio ou
manutencdo de frio inadequado (Brasil 1991/1992).

A legislacdo brasileira ndo contempla limites para psicrotréficos.
Entretanto, Shewan (1971) ressalta a presenca de nimero elevado desses
microrganismos em peixes frescos, bem como nos deteriorados. Sdo bactérias
psicrotréficas Gram-negativas que se apresentam quando o pescado encontra-se
armazenado a temperatura proxima de 0°C. Portanto, independente da
microbiota inicial, a final consistird na presenca de psicrotréficos, incluindo
Pseudomonas sp., que se desenvolvem bem a baixas temperaturas.

No presente trabalho, a contagem média de bactérias mesoéfilas aerdbias
no grupo controle, no 14°dia, foi de 6,40 log,, UFC/g, e de psicrotréficas foi de
6,59 log,y UFC/g, confirmando a tendéncia de uma populacio psicrotréfica final
maior, visto que os peixes ficaram armazenados a 1,5°C (+ 0,5°C) o que retarda
o crescimento de bactérias mesoéfilas aerdbias.

Analisando-se o grafico da Figura 2, observa-se que, no dia 0, os valores
médios para contagem de psicrotréficos foram préximos (3,73; 3,69; 3,51 3,19;
e 4,10 log;y UFC/g) entre os respectivos T1, T2, T3, T4 e TS5 e um
comportamento semelhante foi observado aos 14 dias (6,20; 6,33; 6,33; 6,10 e

6,59 log;y UFC/g). Entretanto, no dia 7, houve um crescimento grande de

psicrotréficos no T1 (6,44 log,, UFC/g) quando comparado aos outros
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tratamentos (T2 — 5,10; T3 — 4,90; T4 — 4,56 ¢ T5 - 5,35 log;o UFC/g). Isso,
possivelmente, pode ser explicado por uma resisténcia dos microrganismos ao
agente sanificante. A resisténcia de algumas espécies de microorganismos a
desinfetantes especificos varia consideravelmente. Bactérias nao-esporuladas
sdo menos resistentes que as formadoras de esporos; formas encistadas e virus
podem ser bastante resistentes (Rossin, 1987). A concentragdio de
microrganismos € um outro fator importante, j& que uma densidade elevada
significa uma maior demanda de agente sanificante. A aglomeragcdo de
organismos pode criar uma barreira para a penetragdao do desinfetante (Meyer,

1994).
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FIGURA 2 Média de crescimento de psicrotréficos apds os tratamentos
propostos
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O T4 mostrou crescimento de 3,19; 4,56; 6,10 e 7,20 log,, UFC/g, que
foi menor em todos os tempos (0, 7, 14, 21 1dias), quando comparado ao
crescimento no controle, que foi de 4,10; 5,35; 6,59 e 7,33 log;, UFC/g. No T3
os resultados do crescimento, obtido nos respectivos tempos, foram de 3,51;
4,90; 6,33 e 7,39 log,o UFC/g, que foi inferior quando comparado com controle
e superior ao crescimento do T4, resultado diferente dos encontrados por
Sheldon & Brown (1986) e Veiga (2003). Provavelmente, tais resultados
variaram devido a diferenca de tempo de contato empregado, ao teor de
contaminacio e ao tipo de carne analisada (frango) por ambos os pesquisadores.
No trabalho, Sheldon & Brown (1986), ao realizarem o resfriamento de carcacas
de frango, aplicando como descontaminante 4gua ozonizada, com residual entre
3,0 e 4,5 mg/LL durante 45 minutos, obtiveram redu¢des de 37% a 75% no
nimero de microrganismos psicrotréficos. Veiga (2003) obteve 75% na reducao
desses microrganismos, quando utilizou, isoladamente, 4gua ozonizada com
tempo de aplicacdo de 20 minutos.

Segundo Batista et al. (2004), os resultados das andlises bacterioldgicas
realizadas na pele de matrinxa (Brycon cephalus) procedente de piscicultura e
conservado em gelo para grupo de bactérias psicrotréficas que apresentaram
valores iniciais de 6,7x10° UFC/cm® mostraram redugdo no niimero até o quinto
dia de estocagem. A partir dai, apresentou valores crescentes e semelhantes entre
si, atingindo os valores de 4,9x10” UFC/cm’® de psicrotréficas aos 29 dias de
estocagem. Apds 16 dias de estocagem, as bactérias psicrotréficas ja tinham
atingido 1,1x10” UFC/cm®. A partir desse ponto, parece indicar uma
estabilizacdo no crescimento dessas bactérias. Observaram-se, no 23° dia de
estocagem, valores médios de 5,0x10" UFC/cm” para contagem total de bactérias

psicrotroficas.

1 -1 2 ° 1 .
Os filés, aos 21- dia, apresentavam-se deteriorados.
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5.3 Contagem de fungos filamentosos e leveduras

Os fungos filamentosos e as levedura, encontrados em indices elevados
nos alimentos, fornecer informacdes sobre condigdes higi€nicas de
equipamentos, multiplicacdo desses microrganismos no produto, em decorréncia
de falha no processamento, e ou estocagem e matéria-prima contaminada
(Siqueira, 1995). A legislacdo brasileira ndo conta com padrao sobre o grau de
contaminacdo de organismos mesodfilos para carnes, incluindo a de peixes, o
mesmo acontecendo com relacdo a fungos filamentosos e leveduras.

As contagens médias de crescimento desses microrganismos, no presente
estudo, variaram de 3,75 a 4,74 log,o UFC/g para T1; de 3,71 a 4,61 log,y UFC/g
para T2; de 3,35 a 4,60 log,y UFC/g para T3; de 3,48 a 4,18 log;o UFC/g para T4
e de 3,79 a 4,88 log,o UFC/g para T5.

A reducdo no crescimento de fungos filamentosos e leveduras foi
detectada no 14° dia, nos T4 (4,04 log10 UFC/g) e T2 (4,13 log10 UFC/g) sendo
esses os resultados mais efetivos quando comparados ao T5 (4, 53 log10 UFC/g)
(Figura 3).

Veiga (2003), utilizando os tratamentos com d4gua hiperclorada e
ozonizada em sistema de resfriamento de meias carcacas de frango, encontrou
reducdo de fungos e leveduras de 33,33% e 58,62%, respectivamente. Os
mesmos tratamentos conjugados com ultra-som obtiveram reducdes de 72,12% e
82,73%, respectivamente. O efeito do ultra-som em meio aquoso obteve redugao

de 60%, quando da utilizacdo de dgua potdvel e ultra-som.
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FIGURA 3 Média de crescimento de fungos filamentosos e leveduras apdés os

tratamentos propostos
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Confirmando a agdo sinérgica do ultra-som, quando associado aos
sanificantes, Kaess & Weidmann (1968) reportaram que a utilizacdo do ozdnio
gasoso (concentragcdo maior que 2 mg/L), para estocagem de carnes em camaras
saturadas, aumentou a fase lag dos fungos Taminidium sp e Penicilium sp. Da
mesma forma, esses pesquisadores relataram que o uso simultineo de radia¢do
ultravioleta (2 uW/cm®) e ozonio gasoso (5 pg/L) produziu efeito inibidor

sinérgico contra os mesmos fungos (Kaess & Weidmann, 1973).

5.4 Contagem de coliformes totais e Escherichia coli

A presenca de coliformes a 35°C e E. coli é indicativo da qualidade
higiénico-sanitdria dos alimentos. Percentuais elevados podem significar: matéria-
prima contaminada; contaminagdo pds-processamento; limpeza e sanificagcdes
deficientes; tratamentos térmicos ineficientes ou multiplicacio durante o
processamento ou estocagem (Siqueira, 1995; Landgraf & Franco, 1996). De acordo
com Jay et al.(2005), as bactérias do grupo coliformes sdo mesofilicas, mas podem
crescer a temperatura de —2°C, porém, em temperaturas inferiores a 5°C, propiciam
crescimento lento.

No presente experimento, a presenga de E. coli ndo foi detectada em
nenhuma das amostras durante o periodo de armazenamento. Como as tildpias
passaram por depuracgdo, esse processo deve ter permitido a limpeza do trato
gastrintestinal, evitando a contaminagdo durante o abate. Resultados semelhantes
foram observados por Lima et al. (1998) em filés de tildpia do Nilo
(Oreochromis niloticus) tratados com acido latico a 10% e armazenados entre
4°C a 10°C, durante 8 dias. As contagens iniciais de coliformes a 35°C
mostraram valores de 0,60 log NMP/g, atingindo, posteriormente, valor de 4,17
log NMP/g em peixes depurados. Krolow et al. (2000) observaram que filés de
carpa (Cyprinus carpio) depurada apresentaram médias mais baixas para

coliformes a 35°C (4,3x10' NMP/g), quando comparados com os peixes nio
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depurados (2,3x10> NMP/g).

Os resultados médios obtidos no crescimento de coliformes a 35°C nesse
experimento foram de 1 a 2,07 log;, NMP/g para o T1; de 0,82 a 1,99 logjo
NMP/g para o T2; de 0,72 a 2,03 logjo NMP/g para o T3; de 0,30 a 1,89 logg
NMP/g para o T4; e de 1,70 a 2,87 logio NMP/g para T5 (Figura 4).

Analisando os dados apresentados no grifico da Figura 4, observa-se que
as médias de crescimento de coliformes a 35°C mostraram que, entre as
amostras sanificadas e o grupo controle, existe uma diferenca considerdvel de
comportamento. Essa diferenca € atribuida ao efeito dos sanificantes testados em
comparacdo com as amostras nio tratadas, que confirmam os resultados de
Sheldon & Brown (1996); Pohlman et al. (2002) e Al-Hadad et al. (2005).

Considerando o comportamento dos resultados das amostras tratadas,
observa-se que aos 0 e 7 dias, a diferenca entre as médias € mais elevada e os
tratamentos T3 e T4 foram mais efetivos nas reducdes de crescimento (0 dia:
89% e 96% e 7 dias: 86% e 91% para os respectivos tratamentos) quando
comparados aos T1 e T2 (0 dia: 80% e 86% e 7 dias: 84% e 88% para os
respectivos tratamentos). Segundo Kim et al. (1999), essa efetividade pode ser
resultado da ac@o de rapida oxidagdo de varios compostos da célula (lipidios
insaturados, proteinas, principalmente as formadas por aminoacidos contendo o
grupo sulfidrila e inativacdo de enzimas) de um amplo espectro de
microrganismos (Torres et al., 1996). Veiga (2003) relata que obteve reducao
das concentracdes de coliformes totais, ao tratar carcacas de frangos com dgua
potdvel, dgua hiperclorada e dgua ozonizada na ordem de 10%, 75% e 79%,
respectivamente.

Nos tratamentos, no 14° dia (T1 88,88%, T2 88,35%, T3 88,16% e T4
91,24%), notou-se uma reducdo no crescimento médio de coliformes 35°C nos

filés de tildpia (Oreochromis niloticus), em relacio ao T5.
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FIGURA 4 Média de crescimento de coliformes a 35°C, apds os tratamentos
propostos
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No T1 (88,88%) e T3 (88,16%), foram obtidos percentuais de reducio de
crescimento diferentes dos resultados encontrados por Veiga (2003) que, no
tratamento clorado, obteve redugdo de 75% e com 4gua ozonizada 78,95%. Os
resultados diferentes obtidos no presente estudo se ddo, possivelmente, pelo tipo
de carne analisada que ndo apresenta barreiras ao sanificante como a pele de
frango (Al-Haddad et al., 2005).

Ao se observar o T2 (88,35%) e T4 (91,24%), os precentuais de reducao
de crescimento mostram, mais uma vez, o efeito sinergistico da associacdo. As
respectivas reducdes estdo proximas das encontradas por Veiga (2003), ou seja,
de 90% para o cloro e ultra-som e de 94,56% para ozdnio e ultra-som. O efeito
isolado do ultra-som, em meio aquoso, sobre coliformes totais mostra redugdes
de 81,73% para dgua potédvel associada ao ultra-som (Veiga, 2003), conforme
demonstrado por Lillard (1994), para microrganismos entéricos Gram-negativos.

Sheldon & Brown (1986) obtiveram redugdo de 91% de coliformes,
35°C e 45°C por mL de rinse, quando utilizaram o ozo6nio entre 3,0 e 4,5 mg/L
durante 45 minutos. Essa redugdo de 91% foi maior que a do presente estudo no
T3 (88,16%). A maior redugcdo de coliformes descrita por Sheldon & Brown
(1986) pode ser resultado do maior tempo de contato da solucdo sanificante com
a matéria-prima. O T3, comparado ao tratamento descrito por Sheldon & Brown
(1986), pode ser considerado mais eficiente, por ter sido empregado na mesma
concentracdo em menor tempo de contato.

O impacto de intervencdes antimicrobianas miltiplas foi estudado em
carne bovina, quanto aos aspectos microbianos, segundo Pohlman et al., 2002.
Em aparas de carne bovina, foram inoculadas E. coli e, entdo, se tratou com:
dgua ozonizada 1%, seguida por acido acético 5% (OA); dgua ozonizada 1%,
seguida por cloreto de cetylpyridinium 0,5% (OC); 200 ppm diéxido de cloro,
seguido por fosfato de trisédio 10% (CT) e controle (C). As carnes foram

processadas, tratadas em imersdo, empacotadas e armazenadas a 4°C e
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analisadas, nos tempos 0, 1, 2, 3 e 7 dias apds a exposi¢do para EC, coliformes
(CO) Salmonella typhimurium (ST) e APC. Os tratamentos OA e OC reduziram
todos os tipos bacterianos avaliados, enquanto o CT reduziu somente EC, CO.
Entre os tratamentos de intervencdo citados, os mais eficientes foram os de
associacdo com o ozoOnio estando em compatibilidade com os resultados

encontrados nessa pesquisa.

5.5 Estafilococos coagulase positiva

Os estafilococos coagulase positiva sdo de origem humana e fazem parte
da microbiota da pele, boca e fossas nasais. A contaminac¢do de alimentos por
esses microrganismos ocorre a partir dos manipuladores, bem como superficies
em que a limpeza e sanificacdo foram inadequadas (Siqueira, 1995; Castilho,
1997; Carvalho, 1999). Staphylococus aureus € uma bactéria anaerdbia
facultativa, mas prefere metabolismo aerébico (Himtlian & Hotchkiss, 1986) e
sua ocorréncia em pescado € associada a dguas contaminadas (Liston te al., 1963).

Os resultados médios obtidos nas contagens para os estafilococos
coagulase positiva foram de 2,75 a 4,96 log;, UFC/g. Vieira et al. (2000), em
tildpias recém-capturadas, descreveram que as amostras apresentaram valores de
S. aureus que variaram de <10 a 10,6x10° UFC/g. Por outro lado, segundo a
resolucio RDC n°12 de 2/1/2001 (Brasil, 2001), o limite aceitdvel de
estafilococos coagulase positiva para pescado fresco é de 10° UFC/g. No
presente experimento, entre o 7° e o 14° dia, as contagens ficaram de acordo
com a legislacdo vigente no pais. Os T2 e T4 foram os tratamentos mais
eficientes na reducdo desse microrganismo.

Os resultados médios para estafilococos coagulase positiva em filés de
pescado submetidos a sanificagdo ou nao sio apresentados no grafico da Figura
5. Analisando-se esses dados, observa-se que houve uma diferenca entre os filés

tratados e os filés do grupo controle.
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FIGURA 5 Média de crescimento de Estafilococos coagulase positiva apds os

tratamentos.
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No dia 0, as médias de crescimento foram de 2,97; 2,81; 3,17; 2,75; e
3,41 logyo UFC/g para T1, T2, T3, T4 e TS5, respectivamente; aos 7 dias, de 3,29;
3,12; 3,27; 3,05; e 3,59 log;, UFC/g, respectivamente e, aos 14 dias, de 4,47;
4,17; 4,43; 4,16 e 4,84 log,o UFC/g, respectivamente. Além disso, também se
observa que o comportamento do crescimento nos tratamentos que associam o
ultra-som € semelhante. Ou seja, independente do sanificante usado, quando este
¢ associado ao ultra-som, o efeito na reducdo do crescimento do microrganismo
¢ aumentada.

No presente estudo, no 14° dia, a redu¢do microbiana do T1 e T3 foi de
57% e 61%, respectivamente e, quando o ultra-som foi associado, a redugao foi
de 79% em T2 e T4.

Veiga (2003), em carcagas de frango tratadas com os mesmos
sanificantes e mesmas concentracdes, encontrou reducio de 35,29% e 70% para
tratamentos com 4gua clorada e ozonizada, respectivamente, € com O USO
associado ao ultra-som, obteve uma reducdo de 88,89% e 100%,

respectivamente, para estafilococos coagulase positiva.

5.6 Salmonella sp

A Salmonella pode ser proveniente das matérias-primas contaminadas,
das técnicas de processamento e de manipuladores portadores do agente
(Associagdo Brasileira de Empresas de Refei¢des Coletivas — ABERC, 1999).

Observando-se a Figura 6, verifica-se que T2, T3 e T4 foram capazes de
eliminar a Salmonella, pois, sua presenca foi detectada nas amostras do T5.
Resultados semelhantes foram citados por Veiga (2003), em carcagas de frango
sanificados com dgua clorada (Dicloroisocianurato de sédio) e ozonizada, ambas
na concentragdo de 3,0 — 3,5 mg/L por 20 minutos em cuba ultra-sonica,
simulando um chiller. No presente trabalho, houve divergéncia de resultados

para o tratamento com cloro, que ndo obteve reducdo total no crescimento de
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Salmonella. Esses resultados demonstram o efeito das ondas ultrassOnicas,
quando associadas a outros métodos de sanificacdo, pois em ambos os trabalhos,
forem obtidos 100% de inativacao do crescimento de Salmonella.

Sheldon & Brown (1986) observaram redugdo de 48% no nimero de
Salmonella, quando resfriaram carcacas de frango em dgua potdvel, durante 45
minutos. Esses autores, ao repetirem o experimento utilizando 4gua ozonizada
(3,0 — 4,5 mg/L. por 45 minutos), verificaram reducdo de 81% no nimero de
Salmonella sp/100 mL de rinse. Sendo assim, o presente estudo e o de Sheldon
& Brown (1986) também constatam efeito positivo do ozdnio sobre as células de

Salmonella.

Vieira et al. (2000), analisando as condi¢des higiénico-sanitdrias durante
o processamento de tildpias, observaram que 75% das amostras dos filés de
peixes comercializados, em Campina Grande — PB, estavam préprios para o
consumo e 25% impréprios, apresentando Samonella spp. (8,3%) e coliformes

fecais acima dos padrdes (16,7%).

Mogkata et al. (1998) utilizaram cepas de salmonelas isoladas de
diferentes abatedouros e as testaram frente ao dcido hipocloroso. Esses autores
cultivaram essas bactérias em meio de cultura contendo 72 mg/L. de HOCI e
mostraram que algumas cepas de salmonelas crescem, mesmo na presenca de
elevada concentragdo de 4cido hipocloroso, principal elemento de desinfeccdo
dos produtos clorados. Block (1991) relata que varios tipos de microrganismos,
tais como cepas de Escherichia coli, Salmonella typhi, Aspergillus niger e
Trichophyton vém apresentando diferentes graus de resisténcia ao cloro, o que
pode comprometer a qualidade microbioldgica e sanitdria dos alimentos tratados
com o produto. Entretanto, outros estudos tém encontrado reducdo da
contaminacdo por Salmonella em 0,5 a 1,0 ciclo log;y quando o cloro &

adicionado a dgua do chiller (Patterson, 1968; Lillard, 1993).
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FIGURA 6 Redugao da presenca de Salmonella sp apds os tratamentos
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Estudos mostraram que a concentragdo necesséria de cloro ativo na dgua
do chiller, para haver redu¢cdo de 99,9% da carga microbiana é de 1200 mg/L.
Todavia, essa concentragdo torna invidvel por modificarem as caracteristicas
organolépitcas da carne e geram altos niveis de compostos halogenados
carcinogénicos (Dickson & Anderson, 1991).

Lillard (1993;1994) estudou o efeito da cloracdo (0,5 mg/L) e da
utilizacdo de ondas ultra-sdnicas, aplicadas por 30 minutos, sobre Salmonella
Typhimurium, inoculadas artificialmente em carcagas de frango, concluindo que
a aplicacdo isolada do ultra-som desloca as células bacterianas da pele,
reduzindo a contagem por 1,0 a 1,5 ciclo log;y € que a combinacio cloracdo e
ultra-som € mais efetiva, pois reduziu a contagem do microrganismo por 2,4 a

3,9 loglo.

5.7 Pseudomonas sp

As contagens de psicrotréficos e de Pseudomonas sp sdo consideradas meios
aceitdveis de predizer o potencial de vida de prateleira (Russel, 1997). A presenca
desse microrganismo no trato intestinal de pessoas, assim como suas caracteristicas
fisioldgicas, leva a um possivel indicador de contaminagio fecal (Carvalho, 1999).

Observando a Figura 7, verifica-se que os T2 e T4 eliminaram esse
microrganismo. Porém, as mesmas foram detectadas nas amostras do T5. Nos
T1 e T3 houve redugdes de 66,66% e 33,33%, respectivamente, mostram a
efetividade dos tratamentos associados ao ultra-som.

Os resultados obtidos neste estudo estdo em desacordo com os
encontrados por Veiga (2003), que encontrou aumento do nimero de carcagas

positivas para o tratamento com dicloroisocianurato de sédio.
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FIGURA 7 Redugao da presenga de Pseudomonas sp apds os tratamentos.

Al-Haddad et al. (2005), analisando peitos de frango resfriados
inoculados com Pseudomonas aeruginosa, encontraram no tratamento com
0zo6nio gasoso aplicado por 30 minutos, redugdo das contagens de Pseudomonas
de 95%. Sob atmosfera modificada, a contagem de células P. aeruginosa inicial
reduziu 58% e, entdo, estabilizou-se. O uso de 0z6nio gasoso por 15 minutos,
associado ao empacotamento sob atmosfera modificada, resultou na
sobrevivéncia de P. aeruginosa por 9 dias a 7°C.

O presente estudo, porém, demonstrou uma menor eficiéncia do
tratamento com o ozo6nio dissolvido na dgua, quando comparado com o 0z6nio
gasoso da pesquisa de Al-Haddad et al. (2005). Possivelmente, os resultados
diferiram devido as formas de aplicacdo, concentracdes e tempos de tratamentos

diferentes usados em cada pesquisa.
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5.8 Listeria monocytogenes
O microrganismo Listeria monocytogenes nao foi isolado nos filés de

tildpia utilizados nesta pesquisa.

5.9 Vida de prateleira

A vida util das amostras foi avaliada por meio de quantificacdo de
microrganismos aerdbios mesoéfilos e psicrotroficos, pois a perda da qualidade se
dd em funcdo da multiplicacio deles nos alimentos.

Esse parametro ainda foi verificado em fungdo das caracteristicas
organolépticas visiveis da deterioracdo, presenca de odor e limo (Franco &
Landgraf, 1996; Cotta, 1997; Castillo et al., 2002; Forsythe, 2002).

Segundo Huss (1988), a perda da qualidade do pescado ocorre quando a
contagem de bactéria aerébia sobre a pele do peixe alcanca 10° a 10° UFC/g. Por
outro lado, ICMSF (1983) estabelece que o limite miximo de bactérias
mesdfilas aerdbias para pescado congelado deve ser de 10° UFC/g.

Forsythe (2002) descreve que para carne crua, é apontada a contagem de
aerdbios mesoéfilos em placa como indicadores da vida util, sendo o limite
sugerido de 10° UFC/g. Relata, ainda, que a deterioragdo visivel e ou limo
ocorrem a partir de 10’ UFC/g.

Como a legislagdo brasileira ndo determina limite para o nimero de
mesofilos e psicrotréficos em carnes de forma geral, os limites sugeridos por
ICMSF (1983), Ritter (2000) e Forsythe (2002) foram adotados neste trabalho.
Dessa forma, os filés que apresentavam contagens de bactérias mesofilas
aerébias menor ou igual a 10° UFC/g foram considerados em condigdes
higiénico-sanitarias aceitdveis e aqueles com contagens superiores a 10° UFC/g
foram considerados impréprios para o consumo (deteriorados) e sem condi¢des
higiénico-sanitdrias. Os filés que obtiveram contagens de bactérias psicrotréficas

menor ou igual a 10’ UFC/g foram considerados em condi¢es higiénico-
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sanitdrias adequadas e aqueles com contagens superiores foram consideradas
inadequadas para o consumo

No presente estudo (Figuras 1 e 2), as contagens de bactérias mesdfilas
aerébias superiores a 10° UFC/g e de psicrotroficas superiores a 10" UFC/g
foram obtidas apds o 14° dia; algumas alteragdes organolépitcas foram
observadas ja no décimo primeiro dia de resfriamento em alguns tratamentos.
Nesse periodo, foi possivel observar ligeira diferenca no odor e pouca
limosidade. Posteriormente ao 14° dia, contagem superior a 10° UFC/g foi
verificada para bactérias mesofilas aerébias e de 10’ UFC/g para psicrotréficas e
presenca acentuada de limo e odor.

As amostras controles apresentaram deterioracdo aos sete dias de
estocagem refrigerada (1,5°C, +0,5°C), com contagem média de bactérias
mesoéfilas aerébias de 6,15 log,y UFC/g. Embora a contagem média de
psicrotréficos tenha sido de 5,35 log;o UFC/g no filé, as caracteristicas sensoriais
demonstravam indicios de deterioragdo como ligeira alteracdo do odor e
limosidade.

As amostras tratadas com &4gua clorada apresentaram condicdes
higiénico-sanitdrias satisfatérias até o 14° dia, com contagens médias de 5,71
log;o UFC/g para bactérias mesofilas aerdbias e de 6,20 log,, UFC/g para
psicrotréficas, valores que mostram condi¢des higiénico-sanitdrias consideradas
satisfatdrias.

No tratamento feito com dgua ozonizada, os filés apresentaram, no 142
dia, contagem média de bactérias mesoéfilas aerébias de 6,14 log;o UFC/g e, para
pisicrotréficas, 6,33 log;o UFC/g. Esses valores sdo considerados dentro dos
padrdes higiénico-sanitarios quando comparados com as contagens determinadas
pelo ICMSF (1986).

Amostras tratadas com &4gua clorada associada ao ultra-som ndo

apresentaram  condicdes higiénico-sanitdrias satisfatérias no 142 dia,
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apresentando contagens médias bactérias mesdfilas aerdbias de 7 log;,o UFC/g,
apresentando-se em deterioracdo, apesar da contagem média para psicrotréficas
ser de 6,33 log;o UFC/g. O ocorrido pode ter sido causado pela agdo facilitadora
do ultra-som (Kim et al.,1999; Data, 2002) associada a alguns microrganismos
resistentes ao cloro, levando ao aumento do nimero de mesofilos aerobios no
produto (Block, 1991).

Os filés submetidos ao tratamento com 4dgua ozonizada associada ao
ultra-som obtiveram contagem média de bactérias mesdfilas aerébias, no 149 dia,
de 5,34 log;, UFC/g e, para psicrotréficas, de 6,10 log,o UFC/g, apresentando
condi¢des higi€nico-sanitdrias satisfatérias para o consumo, segundo o ICMSF
(1986).

Os tratamentos com dicloroisocianurato de sédio, 4gua ozonizada e dgua
ozonizada associada ao ultra-som mostraram-se satisfatorios para aumentar a
vida de prateleira, pois, como pode ser observados nnos graficos das Figuras 1 e
2, os nudmeros de bactérias mesoéfilas aerdbias e psicrotroficas estavam
compativeis com os padrdes estabelecidos pela literatura pertinente.

Observando-se os resultados obtidos, deve-se ressaltar que embora o
tratamento com &4gua ozonizada associada ao ultra-som tenha apresentado
melhor desempenho no presente estudo, todos os sanificantes testados
representam tecnologias com grande potencial de aproveitamento na inddstria de
processamento de pescado, embora sejam necessdrios estudos adicionais quanto
as definicdes da dose/freqii€ncia correta, do tempo de contato necessirio e da

etapa ideal para a otimizagdo desses processos.
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6 CONCLUSOES

Nas condicdes experimentais, diante dos resultados dos tratamentos para
a sanificacdo dos filés de tildpia, a 4gua ozonizada associada ao ultra-som foi o
tratamento mais efetivo na redugdo de microrganismos, seguida do tratamento
com 4gua clorada. Os filés submetidos aos tratamentos sanificantes foram
considerados deteriorados apds o 14° dia de estocagem refrigerada (1,5°C +

0,5°C).
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ANEXO A
Avaliacio Sensorial
Teste de Painel
Juiz N°

Nome
Cédigo da amostra

Avaliacao da carne de peixe crua
Marque com um “X” a opcdo que melhor represente o seu conceito e faga os

comentarios Se necessarios.

Cheiro 01 02 03 04 05
Normal () )y )y )y )
Ligeiramente alterado ( ) () () () ()
Alterado () )y )y )y )
Cor 01 02 03 04 05
Normal )y )y )y )y )
L. Alterada () () () () ()
Alterada )y )y )y )y )
Aspecto 01 02 03 04 05
Normal )y )y )y )y )
L.Alterado () () () () ()
Alterado () )y )y )y )
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Ficha 02
Avaliacao Sensorial
Teste de Painel
Juiz N°
Nome
Cddigo da amostra

Avaliacao da carne de peixe cozida

Marque com um “X”” a melhor descri¢ao para:

1) Sabor

01 02 03 0
a)muito bom () ) ) (
b)regular )y ) () (
c)fraco () ) ) (
d)muito fraco )y ) () (
e)péssimo )y ) () (
2) Cheiro

01 02 03 04
a)Norrmal () O) () ()
b)L.Alter. () O O)
c)Alterado () ) () ()
3)Cor

01 02 03 04
a)Normal () ) ) ()
b)L. Alter. () ) () ()
¢)Alterada () ) () ()
4) Caracteristicas gerais

01 02 03 04
a)muito boa () () ()
b)boa () () ()
c)ligeiramente boa () () () (
d)neutra () () ()
e)ruim () () ()
f)péssima () () () (
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ANEXO B

TABELA 1B Andlise de variancia e contraste da composi¢ao centesimal de filés de tildpia

Umidade
FV SQ GL QM F P-valor
Tratamentos 3,375 4 0,844 19,980 0,0001
Residuo 0,422 10 0,042
Total 3,797 14

Umidade

Contrastes Valor EP T P-valor
Sem US - US -0,687 0,237 -2,894 0,016
Tratamento — Controle -2,847 0,531 -5,365 0,000
Cloro — Oz6nio 0,887 0,237 3,737 0,004

Proteina
FV SQ GL QM F P-valor
Tratamentos 1,930 4 0,482 10,182 0,0015
Residuo 0,474 10 0,047
Total 2,404 14

Proteina
Contrastes Valor EP T P-valor
Sem US - US 0,323 0,251 1,286 0,227
Tratamento — Controle 2,603 0,562 4,632 0,001
Cloro — Oz6nio -0,103 0,251 -0,411 0,690

Lipidios
FV SQ GL QM F P-valor
Tratamentos 47111 4 1,1778 1757,9 0,0000
Residuo 0,0033 5 0,0007
Total 4,7144 9

Lipidios
Contrastes Valor EP T P-valor
Sem US - US -1,335 0,037 -36,469 0,000
Tratamento — Controle -1,635 0,082 -19,975 0,000
Cloro — Oz6nio -2,165 0,037 -59,143 0,000

Cinzas
FV SQ GL QM F P-valor
Tratamentos 0,0012 4 0,0003 7,3333 0,0050
Residuo 0,0004 10 0,0000
Total 0,0016 14
...continua...
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TABELA 1B, cont.

Cinzas
Contrastes Valor EP T P-valor
Sem US - US 0,030 0,007 4,108 0,002
Tratamento — Controle 0,043 0,016 2,654 0,024
Cloro — Oz6nio -0,003 0,007 -0,456 0,658

TABELA 2B. Média de AGS, AGM e AGP em g/100g de lipidios totais de filés

de tildpia submetidos aos tratamentos.

A. GRAXOS T, T, T, T, Ts
SATURADOS 0,475 £0,005 0,450 #0,010 0,640  1,0800,010 0,830
MONOSATURADOS 0460 042040010 0,620  1,055+0,005 0,825 0,005
POLIINSATURADOS 0,300  02754+0,005 0270  0,625+0,005 0,380
TOTAL 1,235 1,145 1,53 2,76 2,035
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TABELA 3B Anilise de variancia e contraste dos dcidos graxos saturados em
filés de tilapia.

MIRISTICO
FV SQ GL QM F P-valor
Tratamentos 0,806 4 0,202 6,717 0,0303
Residuo 0,150 5 0,030
Total 0,956 9

MIRISTICO
Contrastes Valor EP T P-valor
Sem US - US -0,65 0,245 -2,654 0,0452
Tratamento — Controle -2,35 0,548 -4,290 0,0078
Cloro — Oz6nio 0,25 0,245 1,021 0,3543

PALMITICO
FV SQ GL QM F P-valor
Tratamentos 35,266 4 8,817 25,779 0,0016
Residuo 1,710 5 0,342
Total 36,976 9

PALMITICO
Contrastes Valor EP T P-valor
Sem US - US 4,75 0,827 5,743 0,0022
Tratamento — Controle -4,85 1,849 -2,623 0,0470
Cloro — Oz6nio -4,75 0,827 -5,743 0,0022

ESTEARICO
FV SQ GL QM F P-valor
Tratamentos 0,136 4 0,034 3,778 0,0887
Residuo 0,045 5 0,009
Total 0,181 9

ESTEARICO
Contrastes Valor EP T P-valor
Sem US - US -0,05 0,134 -0,373 0,7247
Tratamento — Controle 0,85 0,300 2,833 0,0365
Cloro — Oz6nio -0,05 0,134 -0,373 0,7247
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TABELA 4B Andlise de varidncia e contraste dos dcidos graxos
monoinsaturados em filés de tildpia
PALMITOLEICO
FV SQ GL QM F P-valor
Tratamentos 2,026 4 0,507 46,045 0,0004
Residuo 0,055 5 0,011
Total 2,081 9
PALMITOLEICO
Contrastes Valor EP T P-valor
Sem US - US -0,35 0,148 -2,360 0,0648
Tratamento — Controle -4,35 0,332 -13,116 0,0000
Cloro — Ozb6nio -0,35 0,148 -2,360 0,0648
OLEICO
FV SQ GL QM F P-valor
Tratamentos 26,366 4 6,592 24,687 0,0017
Residuo 1,335 5 0,267
Total 27,701 9
OLEICO
Contrastes Valor EP T P-valor
Sem US - US 3,50 0,731 4,790 0,0049
Tratamento — Controle -6,60 1,634 -4,039 0,0099
Cloro — Ozb6nio -5,10 0,731 -6,979 0,0009
EICOSENOICO
FV SQ GL QM F P-valor
Tratamentos 0,106 4 0,027 8,833 0,0173
Residuo 0,015 5 0,003
Total 0,121 9
EICOSENOICO
Contrastes Valor EP T P-valor
Sem US - US 0,10 0,077 1,291 0,2532
Tratamento — Controle -0,10 0,173 -0,577 0,5887
Cloro — Ozbnio -0,40 0,077 -5,164 0,0036
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TABELA 5B Anilise de variancia e contraste dos acidos graxos poliinsaturados

em filés de tildpia

TRANS LINOLEICO

FV SQ GL QM F P-valor
Tratamentos 0,014 4 0,004 1,750 0,2755
Residuo 0,010 5 0,002
Total 0,024 9
TRANS LINOLEICO
Contrastes Valor EP T P-valor
Sem US - US -0,05 0,063 -0,791 0,4650
Tratamento — Controle -0,05 0,141 -0,354 0,7381
Cloro — Oz6nio 0,15 0,063 2,372 0,0638
LINOLEICO
FV SQ GL QM F P-valor
Tratamentos 11,766 4 2,942 2,983 0,1309
Residuo 4,930 5 0,986
Total 16,696 9
LINOLEICO

Contrastes Valor EP T P-valor
Sem US - US 3,30 1,404 2,350 0,0656
Tratamento — Controle 1,60 3,140 0,510 0,6321
Cloro — Oz6nio 2,20 1,404 1,567 0,1780

o, - LINOLEICO
FV SQ GL QM F P-valor
Tratamentos 3,426 4 0,856 428,250 0,0000
Residuo 0,010 5 0,002
Total 3,436 9

a.- LINOLEICO
Contrastes Valor EP T P-valor
Sem US - US -1,45 0,063 -22,927 0,0000
Tratamento — Controle 1,65 0,141 11,667 0,0001
Cloro — Ozobnio -1,45 0,063 -22,927 0,0000

v - LINOLEICO
FV SQ GL QM F P-valor
Tratamentos 0,084 4 0,021 21,000 0,0025
Residuo 0,005 5 0,001
Total 0,089

...continua...
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TABELA 5B, cont.

y - LINOLEICO

Contrastes Valor EP T P-valor
Sem US - US -0,15 0,045 -3,354 0,0202
Tratamento — Controle 0,05 0,100 0,500 0,6383
Cloro — Oz6nio 0,35 0,045 7,826 0,0005

ARQUIDONICO
FV SQ GL QM F P-valor
Tratamentos 8,394 4 2,099 1049,250 0,0000
Residuo 0,010 5 0,002
Total 8,404 9

ARQUIDONICO
Contrastes Valor EP T P-valor
Sem US - US -0,75 0,063 -11,859 0,0001
Tratamento — Controle 3,05 0,141 21,567 0,0000
Cloro — Oz6nio 3,75 0,063 59,293 0,0000

EICOSAPENTAENOICO
FV SQ GL QM F P-valor
Tratamentos 0,060 4 0,015 15,000 0,0054
Residuo 0,005 5 0,001
Total 0,065 9
EICOSAPENTAENOICO
Contrastes Valor EP T P-valor
Sem US - US -0,15 0,045 -3,354 0,0202
Tratamento — Controle 0,25 0,100 2,500 0,0545
Cloro — Oz6nio -0,15 0,045 -3,354 0,0202
DOCOSAPENTAENOICO C22;506
FV SQ GL QM F P-valor
Tratamentos 1,200 4 0,300 60,000 0,0002
Residuo 0,025 5 0,005
Total 1,225 9
DOCOSAPENTAENOICO C22;50m6
Contrastes Valor EP T P-valor
Sem US - US -0,25 0,100 -2,500 0,0545
Tratamento — Controle 1,25 0,224 5,590 0,0025
Cloro — Oz6nio 1,35 0,100 13,500 0,0000
...continua...
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TABELA 5B, cont.

DOCOSAPENTAENOCO C22;503

FV SQ GL QM F P-valor
Tratamentos 0,794 4 0,199 99,250 0,0001
Residuo 0,010 5 0,002
Total 0,804 9
DOCOSAPENTAENOCO C22;5m3

Contrastes Valor EP T P-valor
Sem US - US -0,70 0,063 -11,068 0,0001
Tratamento — Controle 1,20 0,141 8,485 0,0004
Cloro — Oz6nio 0,00 0,063 0,000 1,0000

DOCOSAHEXAENOICO
FV SQ GL QM F P-valor
Tratamentos 4,690 4 1,173 586,250 0,0000
Residuo 0,010 5 0,002
Total 4,700 9

DOCOSAHEXAENOICO
Contrastes Valor EP T P-valor
Sem US - US -1,60 0,063 -25,298 0,0000
Tratamento — Controle 4,50 0,141 31,820 0,0000
Cloro — Oz6nio 0,90 0,063 14,230 0,0000
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TABELA 6B Analise de variancia e contraste do colesterol em filés de tilapia

COLESTEROL
FV SQ GL QM F P-valor
Tratamentos 347,41 4 86,85 61,48 0,0000
Residuo 14,13 10 1,41
Total 361,54 14

COLESTEROL
Contrastes Valor EP T P-valor
Sem US - US 9,813 1,372 7,150 0,000
Tratamento — Controle -29,533 3,069 -9,624 0,000
Cloro — Ozbnio -11,593 1,372 -8,447 0,000

TABELA 7B Analise de variancia e contraste do indice de peréxido em filés de

tildpia

PEROXIDO
FV SQ GL QM F P-valor
Tratamentos 1379,00 4 344,75 0,84 0,5541
Residuo 2049,69 5 409,94
Total 3428,69 9

PEROXIDO
Contrastes Valor EP T P-valor
Sem US - US 14,88 28,633 0,520 0,625
Tratamento — Controle -112,01 64,026 -1,749 0,141
Cloro — Ozobnio -4,57 28,633 -0,160 0,879
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ANEXO C

TABELA 1C Anilise de variancia dos valores de pH nos filés de tildpia.

pH
FV SQ GL QM F P-valor
Tratamentos 0,013 4 0,003 1,472 0,2598
Residuo 0,034 15 0,002
Total 0,047 19

pH
Contrastes Valor EP T P-valor
Sem US - US 0,015 0,048 0,315 0,757
Tratamento — Controle 0,145 0,106 1,363 0,193
Cloro — Oz6nio -0,080 0,048 -1,682 0,113

TABELA 2C Anilise de variancia da perda de peso por cozimento dos filés de

tildpia.

PERDA DE PESO POR COZIMENTO
FV SQ GL QM F P-valor
Tratamentos 13,57 4 3,39 5,33 0,0071
Residuo 9,55 15 0,64
Total 23,12 19

PERDA DE PESO POR COZIMENTO
Contrastes Valor EP T P-valor
Sem US - US -0,055 0,798 -0,069 0,946
Tratamento — Controle 6,930 1,784 3,884 0,001
Cloro — Oz6nio -1,955 0,798 -2,450 0,027
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TABELA 3C Andlise de varidncia dos componentes da cor (L', a", b") dos filés

de tilapia

L’ (Luminosidade)
FV SQ GL QM F P-valor
Tratamentos 43,87 4 10,97 4,55 0,0046
Residuo 84,44 35 2,41
Total 128,31 39

L’ (Luminosidade)
Contrastes Valor EP T P-valor
Sem US - US -0,520 1,098 -0,473 0,639
Tratamento — Controle 7,307 2,456 2,976 0,005
Cloro — Oz6nio -2,878 1,098 -2,620 0,013

a*(Teor Vermelho)
FV SQ GL QM F P-valor
Tratamentos 2,47 4 0,62 0,34 0,8463
Residuo 62,80 35 1,79
Total 65,27 39

a*(Teor Vermelho)
Contrastes Valor EP T P-valor
Sem US - US -0,468 0,947 -0,494 0,625
Tratamento — Controle -1,735 2,118 -0,819 0,418
Cloro — Oz6nio 0,068 0,947 0,071 0,944

b (Teor amrelo)
FV SQ GL QM F P-valor
Tratamentos 7,38 4 1,85 4,76 0,0036
Residuo 13,57 35 0,39
Total 20,95 39
b*(Teor amrelo)

Contrastes Valor EP T P-valor
Sem US - US 0,300 0,440 0,681 0,500
Tratamento — Controle 1,215 0,984 1,234 0,225
Cloro — Oz6nio -0,047 0,440 -0,108 0,915
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