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INTERFERENCIA DA MANIPULACAO NA QUALIDADE
MICROBIOLOGICA DO CAMARAO CONGELADO

RESUMO

O camardo ¢ um dos crustaceos mais consumidos no mundo inteiro, por ser de facil
cultivo e de alto valor nutricional, protéico e lipidico. Pode ser adquirido tanto in natura
ou como congelado, podendo ser servido cru, marinado, cozido. Dentre todas essas
possibilidades, o camardo sofre processamentos, sendo manipulado antes de ser servido.
A manipulacdo ¢ um dos fatores que mais agregam contaminacdo aos alimentos,
podendo ser originada dos proprios manipuladores ou utensilios. Algumas bactérias sdo
capazes de descarboxilar aminoacidos, causando além de infec¢do, uma intoxicagao
alimentar por aminas biogénicas, sendo a mais comum a intoxica¢do escombroéide,
quando ha altos niveis de histamina. Nesse contexto com este trabalho objetivo-se
analisar a interferéncia da manipulag@o na qualidade microbioldgica de seis amostras de
camardo congelado, que foram submetidas a cinco tipos de apresentagdes: inteiro, filé,
butterfly, marinado e frito, que foram analisados microbiologicamente. Foram feitas
contagem de aerobios mesofilos, Staphylococcus coagulase positiva, enumeracao de
coliformes a 45° e determinagdo da presenca de Salmonella. As bactérias isoladas foram
identificadas e submetidas a testes de descarborxilagdo de aminoacidos. Nao houve
diferenca significativa (p<0,05) entre as apresentacdes: Inteiro, Filé e Buterfly, nem
entre Marinado e Frito. Das bactérias isoladas foram potencialmente produtoras de

histamina (43,5%), tirosina (8,1%) e lisina (38,7%).

Palavras-chave: bactérias heterotréficas, Litopeneaus vannamei, aminas biogénicas,
Salmonella, Staphylococcus



INTERFERENCE OF MANIPULATION IN MICROBIOLOGICAL QUALITY
OF FROZEN SHRIMP
ABSTRACT

The shrimp is one of the most consumed crustaceans across the world, because it is easy
raising and has high nutritional value, protein and lipid. It can be purchased either fresh
or as frozen and can be served raw, marinated, cooked. Among all these possibilities,
the shrimp undergoes manipulation before be served. The handling is one of the factors
that add to food contamination and can be sourced from own handlers or utensils. Some
bacteria are able to decarboxylate amino acids, causing in addition to infection, a food
poisoning by biogenic amines. Being the most common escombroid poisoning, when
there are high levels of histamine. In this context, the objective of work was to analyze
the interference of manipulation in microbiological quality of 6 frozen shrimp samples,
which were submitted to 5 treatments, full, fillet, butterfly, marinated and fried, which
were analyzed microbiologically. The bacteria that were isolated 43.54% were positive

for histamine, 8.06% for tyrosine, 38.7% for lysine.

Keywords: heterotrophic bacteria, Litopeneaus vannamei, biogenic amine,
Salmonella, Staphylococcus
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1. INTRODUCAO

Os camardes de um modo geral sdo alimentos bem apreciados pela populagdo em geral
por ter sabor delicado, que permite combinacdo com diversos ingredientes. Podem ser
preparados em receitas variadas, desde as mais sofisticadas elaboradas por chefes em
restaurantes internacionais, até na culinaria popular. S3o consumidos crus em pratos
japoneses, marinados, cozido ou fritos, servidos como entrada ou prato principal.

Nas cidades esses crustaceos podem ser comercializados em feiras livres, lojas
especializadas, mercados ou supermercados em diferentes formas de apresentagdo, dentre
elas: inteiro, sem cabeca (head less), com télson, filé, eviscerado, salgado, pré-cozido,
butterfly (ou camarao sushi), frescos, resfriados, congelado, dentre outras conforme as
exigéncias do consumidor.

Devido a vida cotidiana apressada dos grandes centros, os consumidores tém interesse
em adquirir camardes descascados (sem o exoesqueleto) em forma de filés prontos para
preparo que tenham sido processados pelas industrias.

Por se tratar de um alimento bastante perecivel, devido as suas caracteristicas
nutricionais e estruturais, cuidados higiénicos sdo necessarios para reduzir a contaminagao
microbiana inicial decorrente do ambiente hidrico e a secundaria, que ¢ adquirida durante a
manipulacdo para consumo. Para tanto, deve ser mantida a cadeia de frio durante todas as
etapas da producdo de camarao, desde a despesca ou captura até a comercializagao.

A remocdo do exoesqueleto favorece a exposi¢do da musculatura aos microbios
presentes na superficie corporal dos camardes e das maos dos manipuladores, e ainda de
utensilios mal higienizados. Como consequéncia, 0s micro-organismos proteoliticos
contaminantes da musculatura dos camardes podem descarboxilar ou desaminar os
aminodcidos produzindo aminas biogénicas. As bactérias heterotroficas, dentre elas as
Enterobactérias e as bactérias acido laticas, sdo consideradas como os principais componentes
da microbiota associada a producao desses compostos aminados constituiem-se indicadores
quimicos de qualidade de pescado.

Durante o processo de filetagem dos camardes os manipuladores podem veicular
bactérias como Staphylococcus aureus e Salmonella spp. que indicam falta de treinamento
dos manipuladores em boas praticas de fabricacgao.

Diante do que foi exposto, objetivou-se com esse trabalho analisar a interferéncia da
manipulacdo na qualidade microbiologica do camardo congelado e, avaliar o potencial de

dexcarboxilagdo de aminoacidos pelas bactérias que foram isoladas dos camardes.



Os resultados obtidos foram apresentados na forma de um artigo de revisdo e um
artigo cientifico, seguindo as normas das revistas “Boletim do Centro de Pesquisa de
Processamento de Alimentos” e “Pesquisa Agropecudria Brasileira”, respectivamente. Os
artigos compdem os capitulos dessa dissertagao, “Capitulo I — Revisdo de Literatura” e

“Capitulo I — Artigo Cientifico.”

12



CAPITULO 1
Revisao de Literatura

Boletim do Centro de Pesquisa de Processamento de Alimentos
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Qualidade do camario sob os aspectos da manipulacio e composicio

Dérick Gustavo Silva Oliveira', Valéria Carlos de Sousaz, Luis Felipe Lima Matosz,
Lilia Rafaela Barbosa de Sousa’, Waleska Ferreira de Albuquerque’, Maria Christina
Sanches Muratori*

RESUMO

A composi¢do nutricional e estrutural do camardo faz com que esse alimento seja
considerado bastante perecivel. Devido a isso, faz-se necessario que sejam observadas boas
praticas desde a sua captura, transporte, estocagem, até o processamento, pois durante toda
essa linha de producdo, a qualidade camardo diminui gradualmente, sofrendo influéncias
internas e externas. Objetivou-se com essa revisao realizar um estudo na literatura publicada
de 2007 a 2017 sobre composi¢do centesimal do camardo, descrevendo-o como matéria

prima, e sobre a contamina¢ao microbiana durante a manipulagao.

Palavras-chave: manipulacao, composi¢do centesimal, aminas biogénicas
Quality of shrimp under manipulation and proximate composition aspects
ABSTRACT

Nutritional and structural composition of shrimp makes this food highly perishable.
Therefore, it demands good practices should be observed since catch, transportation, storage
until processing, because for this production line, the quality of shrimp gradually decreases,
influenced by internal and external features. This paper aimed to do a retrospective study
about bibliography published in the last 10 years, in order to gather information about shrimp
proximate composition, describing it as raw material, and how its microbiological quality can
be affected by factors such as manipulation.

Key words: manipulation, proximate composition, biogenic amines
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O camardo ¢ um produto com alto valor nutricional, porém possui alta perecibilidade,
sendo facilmente contamindvel devido a sua musculatura ser delimitada por tecido conjuntivo
fragil, pelo potencial hidrogenidnico (pH) proximo da neutralidade, pela elevada atividade de
agua (Aw), possui ainda: aminoacidos livres, gorduras insaturadas passiveis de oxidagao e
atividade enzimatica autolitica (LIRA et al., 2013; ZHANG et al., 2015).

Enquanto outros crustdceos sdo mantidos vivos até o consumo, os camardes morrem
apo6s captura ou despeca, sendo refrigerados imediatamente para preservar a qualidade até o
preparo (OKAPLA; CHOO; DYKES, 2014). Dentre os fatores que favorecem a altera¢do de
crustaceos destaca-se a contaminac¢do microbiologica, que pode estar associada a diversos
fatores, dentre eles a manipulagdo durante o processamento. Estes micro-organismos podem
se desenvolver nos camardes pela refrigeragdo inadequada (FREIRE et al., 2015; SOUZA, G.
etal., 2015).

No geral, a vida de prateleira dos crustaceos e seus derivados ¢ afetada tanto pela
atividade dos micro-organismos quanto pela atividade enzimatica intrinseca, existindo a
necessidade de controlar a contamina¢do microbioldgica e as reagdes bioquimicas (ZHANG
et al., 2015). Deste modo, objetivaram-se com este trabalho realizar revisao da literatura sobre

0 camarao, suas caracteristicas, bem como os fatores que alteram sua qualidade.

3. MATERIAL E METODOS
Trata-se de um artigo de revisdo narrativa desenvolvido com trabalhos indexados nas
bases SCIELO, SCIENCE DIRECT, PUB MED, periodicos online e a base aberta dados,

2 ¢e 99 ¢e

Google, a partir das palavras-chave: “microbiologia”, “microbiology”, “congelado”, “frozen”,
“camardo”, “shrimp”, “aminodcido”, “amino acid”, “manipulado” e/ou “manipulated”.

A delimitacdo temporal foi de 2007 a 2017. Os critérios de inclusdo foram: artigos
publicados em periddicos nacional ou internacional e disponibilidade de texto completo. Os
critérios de exclusdo foram: resumos, dissertagoes, teses e anais de congresso. Foi selecionado

um total de 41 artigos que compuseram este trabalho.

4. 0 CAMARAO COMO MATERIA-PRIMA

O camarao ¢ considerado como pescado pela Regulamentacao de Inspecao Industrial
Sanitaria de Produtos de Origem Animal (RIISPOA) (BRASIL, 2017) e possui grande valor
nutricional por ser constituido por fonte de proteinas de alto valor biologico, apresentando um

excelente balanceamento de aminodcidos essenciais, vitaminas lipossoliveis como as
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vitaminas A e D, além de conter minerais como calcio, fosforo e ferro (SOARES;
GONCALVES, 2012; GIRAO et al., 2015).

Seu corpo ¢ formado por cabeca (cefalotorax), abdomen, pernas (periopodos e
pleidopodos) e cauda (télson) e uma carapaca de quitina, porém, o interesse comercial reside
apenas no abdomen, sendo as outras partes removidas e, geralmente, descartadas durante o
processamento (DAMASCENO et al, 2009; AKINTOLA et al, 2015).

Os camardes congelados sao considerados como os crusticeos mais importantes
comercializados mundialmente. Uma das principais preocupacdes da industria pesqueira esta
relacionada as tecnologias de conservacao, buscando a manuten¢do da qualidade do produto
final. Entre os varios métodos utilizados atualmente, os mais importantes sdo os que utilizam
baixas temperaturas, capazes de preservar suas caracteristicas fisicas, quimicas e sensoriais. A
temperatura de armazenamento determina principalmente o tempo de prateleira e a qualidade
final dos camardes (QUEIROGA et al., 2014).

Esses crustaceos sdo a fonte de proteinas de origem animal mais consumida em diversos
paises da Europa e da Asia, com teores que variam de 15% a 25%. Essas proteinas possuem
todos os aminoacidos essenciais para a alimentagdo humana, especialmente a lisina que ¢
iniciadora do processo digestivo. Possui digestibilidade elevada, superior a proteina da carne
bovina, devido a minima quantidade de tecido conjuntivo, sendo mensurada pela alta
absor¢ao dos aminoacidos essenciais (SOARES; GONCALVES, 2012).

Devido a fatores intrinsecos e extrinsecos ja amplamente conhecidos, esse alimento
torna-se um produto altamente perecivel, devido as enzimas proteoliticas presentes no
hepatopancreas e nos tecidos que desencadeiam a decomposi¢do, propiciando assim a

dissemina¢do de microrganismos endogenos (SANTOS et al., 2013).

5. ASPECTOS RELACIONADOS A QUALIDADE FISICO-QUIMICA

As caracteristicas fisico-quimicas estao intimamente ligadas a qualidade e ao frescor do
camardo. Sao caracteristicas espécies dependentes e contribuem ou nao para uma rapida
contaminagao microbiana.

O sexo, o estagio reprodutivo, as condigdes ambientais e de criagdio (ARAUJO et al,
2012), a origem geografica, a temperatura da agua e¢ a estagdo do ano (PORTELLA;
SANT’ANA; VALENTI, 2013) sao fatores que podem influenciar na composi¢do centesimal
desse pescado.

5.1 Potencial Hidrogenionico (pH)
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O pH ¢ um parametro fisico-quimico importante, pois a variacdo dos valores
demonstram a decomposicao da carne do camarao pela producdo de compostos nitrogenados
volateis decorrentes da decomposi¢do quimica e microbioldgica no pescado, deste modo
quando o pH alcanca valores proximos de 7,6, o camarao se torna inaceitavel para o consumo
(SIRENO et al., 2010).

Ao contrario do que os autores acima afirmam, Farias e Freitas (2011) atestam que o pH
parece ndo ser um indice seguro para demonstrar o estado de frescor ou inicio da deterioragao,
tendo em vista que seus valores variam de amostra para amostra, além do que também podem
sofrer varia¢des durante o periodo de estocagem do alimento.

5.2 Teor de umidade e cinzas

O teor de umidade do camardo varia de 53% a 80%. sendo a medida que a apresenta
maior variacdo dentre os parametros da composi¢ao centesimal do camarao, sendo seu valor
inversamente proporcional ao de lipideos (CORTEZ-NETO et al., 2010). Em sua pesquisa,
Silva et al (2010) confirma que o camarao de agua doce (Macrobrachium rosenbergii) possui
aproximadamente 78% de umidade e cita outros trabalhos em que 0 mesmo componente varia
de 65% a 80%.

Também, segundo Brasileiro et al (2012), o camarao possui umidade de 75,8% e teor de
cinzas de 1,65%. Suas cinzas se constituem basicamente por, calcio (Ca), magnésio (Mg),
manganés (Mn), fosforo (P), Cloro (Cl) (REDDY, B.; REDDDY, K., 2013), cobre, zinco e
ferro (PUGA-LOPEZ, 2013).

5.3 Proteinas

As proteinas sdo os componentes de maior porcentagem do musculo do camarao, sendo
este considerado uma oOtima fonte de aminoacidos essenciais (PUGA-LOPEZ et al., 2013).
Em estudo realizado sobre a composi¢ao centesimal do camardo branco do pacifico, Araujo et
al (2012) encontraram 21,9% de proteina na carne do crustaceo, estando acima do valor
proposto (20,3%) pela tabela de composicao de alimentos € em comparagdo com o estudo
realizado por Silva et al (2010) sobre a composi¢do do camarao de dgua doce, no qual foram
encontrados 18,59% de proteina.

A determinagdo da concentracdo dessas moléculas nos alimentos baseia-se na
determinagdo de nitrogénio, geralmente feita pelo processo de digestdo de Kjeldahl. Este
método foi idealizado em 1883 e tem sofrido numerosas modificacdes e adaptagdes, porém
sempre se baseia em trés etapas: digestdo, destilacdo e titulagdo, no qual a matéria orgénica ¢

decomposta e o nitrogénio existente ¢ finalmente transformado em aménia (LUTZ, 2008).
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O teor de proteinas ¢ determinado pela multiplicacao do teor de nitrogénio pelo fator de
correcdo proteina/nitrogénio, geralmente, 6,25, no entanto este valor tem sido muito
questionado, de modo que se a porcentagem de proteinas de acordo com o perfil de
aminoacidos ¢ dividida pelo nivel de nitrogénio das amostras, um fator de conversao de 5,89 ¢

encontrado para o camardao (PORTELLA; SANT’ANA; VALENTI, 2013).

5.4 Aminoacidos e Aminas Biogénicas

Em um estudo sobre o aproveitamento de residuos de camarao, Damasceno, Andrade e
Stamford (2009), encontraram a composi¢ao total de aminoacidos dos residuos do camarao
manchado e rosa, representando 71,1% e 64,6%, respectivamente, dos aminodcidos
encontrados no musculo.

Os aminodcidos presentes no tecido do camardo sdo componentes importantes
envolvidos em uma variedade de processos metabolicos, porém seus efeitos fisioldgicos ainda
permanecem obscuros quando esses animais sao submetidos a estresse por frio (ZHOU;
WANG; XIAN, 2011). Estes autores analisaram a hemolinfa do camardo e a temperatura
ambiente, e obtiveram concentracdes de aminoacidos em mg/100mL, como segue: aspartato
0,84; treonina 5,13; serina 1,76; acido glutamico, 1,19; prolina 6,57; glicina 5,64; alanina
5,16; cisteina 1,02; valina 2,38; metionina 2,77; isoleucina 1,44; leucina 1,74; fenilalanina
3,52; lisina 1,78; histidina 0,99; arginina 11,22 e taurina 2,79. A tirosina, ndo foi detectada na
hemolinfa, porém Akintola (2015) analisando o musculo fresco do camardo encontrou esse
aminoacido na concentragdo de 2,2 g/100g.

Esses aminoacidos livres podem ser degradados, isto ¢, desaminados ou
descarboxilados, por bactérias que possuem enzimas especificas, produzindo aminas
biogénicas que sdo bases organicas de baixo peso molecular e apesar de participarem de
reagdes bioldgicas essenciais, podem causar efeitos toxicoldgicos e carcinogénicos se forem
ingeridas em grandes concentragdes (CUNHA et al, 2012).

Um dos mecanismos de formagdo de aminas biogénicas estd relacionado com a
presenca piridoxal-5-fosfato, um co-fator enzimatico que catalisa uma ampla variedade de
reagoes de aminoacidos e aminas, como a descarborxilacdo, transamina¢do, racemizacgao,
entre outras (PHILIPS, 2015). Outras literaturas apontam, também, o fato de que o ambiente
acido estimula o micro-organismo a formar esses compostos, promovendo, assim, o aumento

do pH do meio e a diminuic¢do do estresse pela acidez.
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A formacao de grandes concentragdes de aminas biogénicas estd condicionada ao
nimero de micro-organismos presentes (RABIE et al. 2009) bem como a disponibilidade de
aminoacidos (alta concentracao proteica) e condigdes ambientais (CUNHA et al, 2012).

A histamina ¢ a principal amina envolvida em intoxicagdes, sendo causadora da
intoxicac¢ao escombrdide (HUANG et al, 2010) e a ocorréncia simultanea de poliaminas como
putrescina, cadaverina, espermidina, espermina e agmatina, podem inibir o metabolismo de
histamina, pela inibi¢do das enzimas diamina oxidase e histamina-N-metiltransferase,
potencializando seus efeitos toxicos (MAH; HWANG, 2009; PARK et al, 2010). Segundo
Park et al (2010), esses compostos ainda podem reagir com o nitrito, formando nitrosaminas,
que sdo formas carcinogénicas.

A histamina ¢ uma substancia nao volatil e por esta razdo ¢ um problema dificil de ser
controlado, uma vez que essa caracteristica confere a ela resisténcia ao tratamento térmico,
sendo parcialmente destruida apos trés horas de aquecimento a 102°C ou 90 minutos a 116°C
em conservas de sardinha (SOUZA, A. et al, 2015).

Assim, analisando a importancia dos riscos de intoxicagdes, as aminas biogénicas
podem ser usadas como marcadores quimicos da qualidade do camardo, além também de
inferir sobre as condi¢des higi€nicos-sanitarias dos produtos marinhos (ANDRADE et al,

2008; KIM; MAH; HWANG, 2009).

5.5 Teor de Bases Volateis (N-BVT)

O teor de bases volateis (N-BVT) ¢ um dos parametros fisico-quimicos que a legislagao
nacional julga necessario para determinar o grau de frescor de pescado e seus derivados. A
conservacdo em gelo clorado (5,0ppm de cloro livre) parece ser eficaz na manutengdo de
baixos valores de N-BVT, visto que esse elemento quimico ¢ um 6timo sanitizante (FARIAS;
FREITAS, 2011).

A determinagdo do teor de bases volateis diz muito sobre o grau de contaminagdo e
deterioragdo do camarao, pois quantifica bases como trimetilamina, dimetilamina e amdnia
que sdo produzidas durante a estocagem do camardo (PUGA-LOPEZ et al., 2013) e deve ser
usado quando os métodos sensoriais deixarem duvidas quanto ao frescor do pescado

(CICERO et al, 2014)

5.6 Lipideos
Os lipideos sdo os principais componentes hidrofobicos presentes nos alimentos, se

apresentando na forma de triglicerideos, agregando valor na qualidade sensorial. Durante
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processamento térmico e estocagem destes compostos pode ocorrer oxidacdo: fotossensivel,
enzimatica ou autoxida¢do (SOARES, D. et al., 2012), sendo estas duas ultimas a principal
via de degradagdo do musculo do camarao.

A composicao lipidica do camardo ¢ diferenciada dos demais alimentos por possuir
teores de acidos graxos poli-insaturados, principalmente os acidos dososaexaenoico (DHA) e
eicosapentaenoico (EPA), conhecidos popularmente como 6mega-3 (SOARES, K. et al,
2012). Os camardes possuem teores de 1,0 a 2,0 % de lipideos (PORTELLA; SANT’ANA;
VALENTIL, 2013).

6. ASPECTOS RELACIONADOS A CONTAMINACAO MICROBIANA

6.1 Manipulacio

Considera-se como alimento seguro aquele que pode ser consumido sem por em risco a
saude do consumidor. Neste aspecto, os manipuladores podem interferir diretamente na
qualidade e seguranga do produto final por serem potenciais portadores de micro-organismos
tais como: Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonela typhi, Shigella spp, Listeria
ssp, Streptococcus ssp e virus da hepatite (ALVES; GIARETTA; COSTA, 2012). A adocao
das boas praticas de manipulacdo na cadeia produtiva do pescado ¢ um fator importante para
garantir a qualidade do produto que chega ao consumidor com uma carga microbiana elevada
(LOPES et al., 2012).

Esses micro-organismos podem contaminar as varias etapas da cadeia de produgdo do
camardo, como: despesca, descasque, estocagem e distribuicdo. Alteragdes bioquimicas dos
camardes também podem ocorrer ocasionadas por temperaturas ambientes inadequadas,
produzindo metabolitos de degradacdo que diminuem a qualidade (SANTOS et al., 2013).

Deon et al (2014) estudaram dados epidemioldgicos dos surtos de doengas transmitidas
por alimentos (DTA) ocorridos no Brasil de 2000 a 2011, e constataram que os principais
locais de ocorréncia foram os domicilios. Dados mais recentes do Ministério da Saude, de
2007 a 2016, confirma que a maioria (38,9%) dos surtos ocorrerem em residéncias, e destes,
0,8% foi decorrente do consumo de pescado.

A Resolucao n°12 de 2001 da ANVISA determina os limites maximos de micro-
organismos em cada grupo de alimentos. Para o camarao congelado ¢ exigido a auséncia de
Salmonella sp. e contagem maxima de 10° de unidades formadoras de colénia por grama

(UFC/g) de Staphylococcus coagulase positiva. Segundo Soares, K. et al (2012) o S. aureus ¢
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responsavel por 45% das toxinoses do mundo, ndo fazendo parte da microbiota natural do

pescado, logo sua presenca sugere que foi transmitida aos alimentos por manipuladores.

6.2 Metabissulfito

O metabissulfito de s6dio ¢ usado na carcinicultura com o proposito de evitar a
melanose apds a pesca do camardo, além de possuir atividade antibacteriana, especialmente
sobre bactérias como Salmonella sp., Clostridium sp., Pseudomonas sp., Vibrio sp.,
Staphylococcus sp. € Bacillus sp. (SANTOS et al., 2013).

Este agente quimico ¢ um potente sequestrador da molécula de oxigénio ¢ age também
promovendo a diminui¢cdo do pH, fatores essenciais para atividade bacteriana. Porém, parece
ndo ser eficaz em evitar a melanose se for utilizado em baixas concentracdes (<1,25%) e se
utilizado em altas concentragdes (maior ou igual a 12%), pode causar nduseas, vomitos, dores
abdominais e, principalmente, reagdes alérgicas como broncoespasmos, urticaria, vermelhidao
(ANDRADE et al., 2015)

O limite estabelecido pela Resolugdo n° 04 de 24 de novembro de 1988 do Ministério da
Saude para camarao cru ¢ 0,01g/100g (100ppm). O autor citado acima faz a correlagdo entre a
concentragdo e tempo de imersdo do musculo do camardo em solucdo de metabissulfito de
sodio (1%, 2%, 3%, 4% e 5% para 10, 20 e 30 minutos cada), mostrando que a concentragao
de 1% em todos os tempos de imersdo foi a inica que se manteve nos padrdes estabelecidos

pela legislacao.

6.3 Gelo

Gelo ¢ agua em estado solido destinada ao consumo humano e para tal deve ser
fabricado com agua que atenda os pardmetros quimicos, radioativos e microbioldgicos da
Norma vigente de Qualidade da Agua para Consumo Humano. (BRASIL, 2005). Devido a
sua perecibilidade os camardes devem ser conservados a baixas temperaturas. Deste modo, o
gelo pode auxiliar na reducdo da temperatura desde que seja produzido com agua que tenha
padrdes microbiologicos adequados para prevenir contamina¢do microbiana (GIAMPETRO;
REZENDE-LAGO, 2009)

Na literatura pesquisada, a analise de gelo gerou resultados confirmando altas contagens
de coliformes, porém Ferreira et al (2014) relatam em sua pesquisa que estes micro-
organismos, por causa da escassez de nutrientes e temperatura proximas a zero, ndo se
desenvolvem nem se mantém viaveis por muito tempo. Giampietro e Rezende-Lago (2009) e

Lopes et al (2012) citaram em seus trabalhos a pesquisa realizada por Scherer et al (2004), na
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qual afirma que o uso de gelo com agua clorada pode diminuir a contagem de mesofilos e
psicotrdficos nos alimentos nele armazenados. Porém Coelho et al (2010), relatou a presenga
de Pseudomonas em gelo clorado, além de relatar a producao de “pseudocina”, uma

bacteriocina com efeitos sobre outras espécies.

7. CONSIDERACOES FINAIS

Pode-se destacar que a manipulacao ¢ capaz de alterar os padrdes microbiologicos do
camarao, utilizando os parametros da composi¢do centesimal para que isso seja monitorado.
Porém, se forem observadas a forma correta de estocagem, bem como as Boas Praticas de
Manipulacdo, a probabilidade de ocorrer uma contaminagdo, € gerar intoxicagdo por aminas

biogénicas, ¢ minima.
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Resumo

O camardo, como a maioria dos pescados, se mostra bastante perecivel tornando-se
necessario aplicagdo de métodos conservagdo, sendo o mais comum a conservagao a baixas
temperaturas. Armazenado e comercializado desta forma, ¢ necesséario que esse alimento seja
descongelado antes de qualquer manipulacdo. No entanto, mesmo conservado a uma
temperatura capaz de inibir o crescimento de micro-organismos, ou até mesmo elimina-los,
alguns permanecem viadveis, em estado de laténcia, e com o descongelamento sdo reanimados,
podendo voltar a degradar o alimento, formar aminas biogénicas, sendo um risco a saude,
além de causar infec¢des. Assim esse trabalho teve como objetivo avaliar como a
manipulagdo interfere na qualidade microbiologica do camardo congelado e identificar
bactérias descarboxilase positivas agregadas pela manipulacdo. Foram coletadas 6 amostras
de camarao congelado, que foram submetidas a 5 tipos de tratamentos, inteiro, fil¢, butterfly,
marinado e frito e analisados microbiologicamente, dentre elas: contagem de aerdbios
mesofilos, Staphylococcus coagulase positiva, enumeragdo de coliformes e determinacao de
presenca de Salmonella. As bactérias isoladas foram identificadas e submetidas a testes de
descarborxilagdo de aminodcidos. Nao houve diferenga significativa (p<0,05) de
contaminagdo entre os cortes Inteiro, Fil¢é e Buterfly, nem entre Marinado e Frito. Das
bactérias isoladas foram positivas para histamina e lisina.

Palavras-chave: amina biogénica, estafilococus, enterobacterias
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The shrimp, like most fish, is very perishable and for this reason is necessary to apply
conservation methods of which the most common is the conservation at low temperatures.
Being stored and marketed this way, it is necessary that food be defrosted before starting any
manipulation. However, even maintained at a temperature which is capable of inhibiting the
growth of micro-organisms, or even eliminate them, some remain viable, in a state of latency,
and when thawing can be reanimated, may return to degrade food, can form biogenic amines,
being a health risk and cause infections. Thus, this study aimed to assess how the
manipulation interferes with the microbiological quality of frozen shrimp and identify
decarboxylase positive bacteria aggregated by the manipulation. Six frozen shrimp samples
were collected, which were submitted to 5 treatments, full, fillet, butterfly, marinated and
fried, which were analyzed microbiologically, such as: aerobic mesophile count, coagulase-
positive Staphylococcus, enumeration of coliforms and determining the presence of
Salmonella. The bacteria that were isolated were positive for histamine and lysine.

9. Introducao

Os frutos do mar sdo uma das fontes de proteinas mais consumidas em muitas partes do
mundo (KOODHAR et al.,, 2011). Neste contexto, o camardo ¢ um alimento altamente
perecivel devido ao seu alto valor nutricional, composto por proteinas e acidos graxos
(Eicosapentaenoico (EPA - ®3) e o Docosahexaenoico (DHA - ®w3) (LIRA, 2013), além de
enzimas presentes no seu suco gastrico (SANTOS, 2013).

Segundo Queiroga et al (2014), o camarao € o crustaceo mais comercializado no mundo
todo por possuir alto valor comercial e sua demanda vem aumentando, devido a sua vida util
prolongada que pode ser influenciada pela temperatura de armazenamento, determinando as
taxas de perda de tempo de prateleira e qualidade final no momento do consumo.

As proteinas constituem a maior porcentagem do musculo do camardo, sendo este
considerado uma 6tima fonte de aminoacidos essenciais (PUGA-LOPEZ et al., 2013). Esses
aminodacidos, quando sofrem descarboxilacdo produzem aminas biogénicas, bases organicas
de baixo peso molecular, e em alguns alimentos, especialmente pescados, esses compostos

sao produzidos pela atividade microbiana. (BUENO-SOLANO et al, 2012).
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As aminas biogénicas sdo importantes para o estudo dos alimentos porque servem como
indicadores quimicos de deterioracdo e devido ao risco que podem causar intoxicagdo
alimentar (KIM; MAH; HWANG, 2009).

A contaminacdo por micro-organismos patogénicos normalmente associa-se aos
alimentos manipulados durante o processamento, isso porque essas bactérias sdo habitantes
usuais da pele, membrana, mucosas, trato respiratorio superior (Staphyloccocus) e intestino do
homem (Salmonella spp. e coliformes), podendo ser transferidos ao alimento durante o seu
processamento e o seu desenvolvimento favorecido pela refrigeracdo inadequada (FREIRE et
al, 2015).

Com essa pesquisa objetivou-se avaliar a interferéncia da manipulacdo sobre a
qualidade microbiologica do camardo congelado, e também identificar bactérias
descarboxilase positivas agregadas por esta pratica.

10. Material e métodos
10.1 Coleta das amostras

As amostras de camardo do tipo médio (70/80 pegas por quilo) inteiro congelado foram
adquiridas entre junho a outubro de 2016, em um estabelecimento comercial da cidade de
Teresina, Piaui. As amostras estavam disponiveis para comercializacdo em embalagens
plésticas com um quilo de camardes, armazenadas em freezer. ApOs a aquisi¢do, amostras
foram acondicionados em caixa isotérmica com gelo em barra triturado com a finalidade de
conservar ¢ promover o descongelamento, conforme a Resolu¢do da Diretoria Colegiada
(RDC) n°® 216 de 15 de setembro de 2004. Sendo as mesmas transportadas até o Laboratorio
de Microbiologia de Alimentos do Curso de Farmacia da Universidade Federal do Piaui, onde
foram analisadas.

10.2 Delineamento estatistico

O Delineamento utilizado foi do tipo Inteiramente Casualisado (DIC), sendo composto
por cinco tratamentos com seis repeticoes (5x6), totalizando 30 amostras. Os tratamentos (T)
consistiram em: camardao inteiro (T1-controle), cortes do tipo filé (T2), butterfly (T3),
camardo butterfly marinado (T4) e camardo butterfly frito (T5). Em todos os tratamentos
foram feitas as analises microbioldgicas, sendo as contagens transformadas em logaritmo
(base 10) para analise de variancia Kruskal-Wallis (p<0,05).

O delineamento proposto teve por finalidade mensurar a interferéncia da manipulagao,
de modo que o processamento, e a contaminacdo agregada por este, aumentam de T1 para T3,
como pode ser visto a seguir, havendo logo depois a quebra dessa contaminac¢ao com T4 e TS5,

processamento quimico e fisico, respectivamente.
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10.3 Caracterizacio dos tratamentos

A amostra de um quilo de camardo foi porcionada para composi¢ao dos tratamentos da
seguinte forma: 200 gramas foram para camardo inteiro, 200 gramas para fil¢, 600 gramas
para camarao butterfly, destes tirados 200 gramas para camarao marinado e 200 para camarao
frito.

O grupo controle foi caracterizado pelo camardo com todos os anexos, sendo eles:
cabeca, casca, patas e cauda (télson e urdpodes). Para os demais tratamentos foi realizada a
retirada dos anexos, obtendo-se os tratamentos filé apresentado apenas pelo musculo do
abdomen e o butterfly caracterizado pelo filé eviscerado (sem intestino) com corte
longitudinal, abrindo o musculo em bandas.

Do corte butterfly, foram feitos os tratamentos marinado e frito. A solu¢do marinada foi
preparada utilizando o suco puro de dois limdes taiti, na qual o musculo foi deixado em
descanso por 30 minutos. E a fritura foi realizada com 6leo de cozinha em fogdo doméstico,
em fogo alto, até o camarao dourar.

Antes do processo de manipulacao, todos os utensilios utilizados, tabua, faca e pinga,
bem como as maos do manipulador, foram limpas com 4agua e sabdo e higienizados com
alcool 70%.

10.4 Analises microbioldgicas

As andlises microbioldgicas se sucederam apos o periodo de descongelamento (24
horas) e preparagdo dos tratamentos. As andlises realizadas foram baseadas na legislagao
nacional vigente, RDC n° 12/2001 (BRASIL, 2001) que estabelece limites de Staphylococcus
coagulase positiva e auséncia de Salmonella sp para o alimento camardo congelado. Com o
intuito de analisar as condi¢des higiénicas, foram analisados também micro-organismos
aerobios mesofilos e coliformes a 35°C e 45°C. Todas as andlises seguiram a metodologia
descrita por Silva, et al (2010).

Foram pesados 25 gramas de camardao de cada tratamento e homogeneizados em
respectivos Elermeyers contendo agua peptonada 0,1% e em seguida foram feitas dilui¢des
seriadas (102 e 10 em solucdo salina 0,85%.

A partir das dilui¢des, foram inoculadas 0,1 mL de cada diluicdo em placas de Petri
contendo Agar para Contagem Padrio em Placas (PCA), para contagem de micro-organismos
aerobios mesofilos, e em placas com Agar Baird-Parker com emulsdao de gema de ovo, para
contagem de Staphylococcus coagulase positiva, utilizando-se a técnica de spread plate sendo

em seguida incubadas a 35°C por 48 horas.
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O Numero Mais Provavel (NMP) de coliformes a 35°C e 45°C foi determinado pela
técnica de fermentagdo em tubos multiplos, utilizando os testes presuntivo e confirmativo.

A pesquisa de Samonella comegou pelo pré-enriquecimento (Agua Peptonada 0,1%),
seguido de enriquecimento seletivo (Caldo Rappaport Valassids), plaqueamento seletivo e
diferencial (Meio agar Entérico Hecktoen (HE) e Agar Salmonela-Shigela (SS)) e isolamento
de todas as colonias, caracteristicas e ndo caracteristicas de Salmonella (Caldo de Infusdo de
Cérebro e Coragao — BHI).

A identificacdo foi realizada segundo a tabela de reacdes bioquimicas descrita por
Murray et al (2007), dentre eles, fermentagao da glicose, sacarose, lactose e manitol, VMVP,
indol, citrato, motilidade, formac¢do de H,S, Lisina descarboxilase, ornitina descarboxilase ¢
hidrolise da uréia.

10.5 Identificacao de bactérias e Teste de descarboxilacio de aminoacidos

A identificagdo foi realizada com as cepas isoladas dos agar HE e SS, segundo a tabela
de reagdes bioquimicas descrita por Murray et al (2007), que também foram submetidas a
analise de producdo de aminas biogé€nicas, testando o potencial de descarboxilagdo dos
aminoacidos Histidina, Tirosina ¢ Lisina.

O teste de descarboxila¢do da histidina foi feito com agar Niven (NIVEN; JEFFREY;
CORLETT, 1981) em tubo inclinado (YOSHINGA; FRANK, 1982; SILVEIRA et al, 2001).
A tirosina foi testada com Caldo descarboxilase de Falkow, descrito por Silva et al (2010) e a
Lisina foi testada com o meio Lisine Iron Agar (LIA, traduzido do inglés Lisina Ferro Agar).

11. Resultados e discussao

O resultado das anélises de coliformes a 35 e 45°C mostraram-se negativos. A contagem
de Estafilococos coagulase positivo apresentou-se dentro dos padrdes da legislacdo brasileira
e foi constatada auséncia de Salmonella sp. No entanto, nos testes de confirmacido de
Staphylococcus, nenhuma colonia foi confirmada coagulase positiva, apesar de haver
contagens como pode ser visualizado na Tabela 1.

Tabela 1. Média dos resultados das andlises microbiologicas (logjo) nos diferentes

tratamentos.

Analise Tratamentos

microbioldgica Inteiro(T1)  Filé(T2) Butterfly(T3)  Marinado(T4)  Frito(T5) Padrao*

Aerobios 398a 3,57a 3,86 a 1,55b 0,51b NA
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Staphylococcus 231 a 291 a 2,59a 1,14 b 1,0b 2,00
Coliformes 45°C~ <3NMP/g = <3NMP/g <3NMP/g <3NMP/g <3NMP/g NA
Coliformes 35°C  <3NMP/g  <3NMP/g <3NMP/g <3NMP/g <3NMP/g NA
Salmonella spp. ausente ausente ausente ausente ausente ausente

Legenda: NMP (Numero Mais Provavel); NA (ndo se aplica); *valores de refernéncia (log;o) da RDC12/2001.

Elaborado pelo autor

Suwansonthichai e Rengpipat (2003) propuseram a comparacdo de quatro métodos
diferentes de enumeracdo de coliformes, em seis amostras de camardo congelado, e todas as
amostras apresentaram resultados menores que 10 UFC/g. Em sua pesquisa com camarao
congelado, Barbosa (2013) explica que a quantidade de coliformes tende a diminuir a baixas
temperaturas, estando de acordo com os resultados encontrados, ¢ ainda questiona o uso desse
indicador em produtos congelados.

Em outro estudo com diferentes cortes de camardo congelado, foram encontrados
coliformes, porém em contagem inferior a 10> UFC, estando as amostras em concordancia
com o limite estabelecido, o mesmo ocorreu para a contagem Staphylococcus aureus que
também se apresentaram menores que o minimo proposto (Abd-El-Aziz; Moharram, 2016).
Isso corrobora o fato dos resultados negativos obtidos e se encaixa com a explicacdo dada por
Barbosa (2013).

Os efeitos do congelamento e descongelamento de “camardo banana” resultaram na
redugdo significativa do numero de Staphylocccus e coliformes (MANSOURI-NAJAND,
2012), do que pode ser deduzido que essa redug@o ocorreu por conta do estresse da variagao
de temperatura, além da formacgdo de cristais de gelo que causam injurias as células
bacterianas.

Esses achados mostram que o tratamento térmico pelo frio é capaz de inibir o
crescimento desses micro-organismos. Embora observemos que ndo houve diferenca
significativa entre os T1, T2 e T3, em sua pesquisa com outros alimentos, Oliveira et al
(2015) falam que a presenca de micro-organismos aerobios mesofilos indica matéria-prima
contaminada, limpeza e desinfeccdo inadequadas, higiene insuficiente e condi¢des
inadequadas de conservagao.

Como pode ser visto na Tabela 1, os tratamentos marinado e frito foram considerados
estatisticamente iguais, o que ndo torna o primeiro microbiologicamente seguro, por conta do

relativo crescimento microbiano. Cadun et al (2008), testou a estabilidade do camardo em um
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solucao marinada (acido citrico, NaCl, acido benzoico e acido sorbico) ¢ obteve crescimento
apenas de aerdbios mesoéfilos, em concordancia com os resultados encontrados.

Em contrapartida aos resultados negativos para coliformes, foram isoladas bactérias
gram negativas durante a pesquisa. O que se pode deduzir sobre esse fato ¢ que o meio de pré-
enriquecimento utilizado na pesquisa de Salmonella conseguiu reparar as células injuriadas
pelo frio, possibilitando o seu isolamento. E o que pode ser visto na pesquisa de Edel e
Kamelmacher (1973), na qual esses autores propuseram a implantacdo da agua peptonada
0,1% para melhorar o isolamento de Sa/monella, sendo esse meio capaz de reparar e recuperar
células que foram injuriadas por métodos de conservagdo de alimentos, congelamento ou
aquecimento.

O camardo ¢ composto principalmente de proteinas, sendo aproximadamente 75%
quando in natura, e 60% quando congelado, segundo Reddy e Reddy (2014) em seu estudo
com Macrobrachium rosenbergii.

Os aminoacidos que compde as proteinas dos alimentos podem sofrer descarboxilagdo
feita por bactérias e ser transformados em aminas biogénicas, da quais as principais sdao
tiramina, histamina, putrescina, cadaverina, espermina e espermidina (MAH et al, 2002). Do
ponto de vista toxicologico, a ingestdo de aminas biogé€nicas pode representar um risco para
saude, principalmente, de pessoas sensiveis € os sintomas podem variar entre nauseas, dores
de cabeca, pressdo alta ou baixa (RABIE et al, 2009), sendo que dos compostos citados, a
histamina e a tiramina sdo biologicamente ativos e podem produzir efeitos fisioldgicos,
geralmente psicoativos (afetando o sistema nervoso como neurotransmissor) €
cardiovasculares (PARK et al, 2010).

A Tabela 2 apresenta as bactérias isoladas de cada amostra, respectivamente, € a

positividade quanto a dexcarboxilagdo dos aminoacidos testados.

Tabela 2 — Bactérias isoladas em cada tratamento e resultados do teste de

descarboxila¢ao de aminoacido

Bactérias Aminoacidos Tratamentos

N® Hys Tyr Lys Inteiro Filé  Butterfly Marinado Frito

- - +
Escherichia coli 3 3 2 1 NE
+ - - 2 1 NE NE NE
Citrobacter 3
5 - - - 1 1 2 | NE

Citrobacter
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Edwardsiella 3 ) - + 1 2 NE NE NE
Enterobacter 3 * } + 1 2 NE NE NE
Enterobacter 2 ) B B NE 1 1 NE NE
Klebsiella 3 - -t 2 NE NE 1 NE
Klebsiella Lo+ - - NE 1 NE NE NE
Klebsiella 2+ - ¢ 2 NE NE NE NE

Legenda: Hys (histidina); Tyr (Tirosina); Lys (lisina); NE (n2o encontrado); N° (nimero

de colonias isoladas). Elaborado pelo autor

A histamina ¢ a amina que mais tem sido relacionada com intoxicacdes, sendo
causadora da intoxicacao escombroide (HUANG et al, 2010). A presenga de outras
aminas, como cadaverina e putrescina podem exacerbar os efeitos toxicos da histamina,
uma vez que interferem no seu sistema de desintoxicacdo (KIM; MAH; HWANG,
2009).

Na literatura pesquisada, as bactérias da espécie Escherichia coli sao apresentadas
como histidina positivas, em contraste com os resultados obtidos nesta pesquisa, bem
como Bacillus, Citrobacter, Clostridium, Klebsiella, Escherichia, Proteus,
Pseudomonas, Shigella (RABIE et al, 2009), Enterobacter, Hafnia alvei, Vibrio
(ANDRADE et al, 2008) Morganella morganii e Salmonella (DO CARMO et al, 2010).

No entanto, ¢ valido ressaltar que a temperatura em que 0s micro-organismos sao
cultivados e os fatores atrelados a genética podem ser fatores condicionantes para
ocorrer o fendmeno de descarboxilagio. Em seu trabalho, Andrade et al (2008)
pesquisando a microbiota (mesofila e psicotrofica) histamina positiva em camarao
congelado, encontrou E. coli histamina positiva, uma vez que a cepa era psicotrofica,
ndo sendo encontrada cepas mesoéfilas dessa espécie no trabalho.

J& na pesquisa realizada com salsichas por Lorenzo et al (2010), foi isolada apenas
uma cepa de E. coli, sendo a mesma cultivada em condi¢des mesofilas e incapaz de
descarboxilar histidina, corroborando os resultados expostos na Tabela 2. Isso nos leva
a inferir que a temperatura ¢ um fator importante na produgdo de aminas biogénicas.

Bactérias capazes de formar histamina, também formam, independentemente,

pelo menos uma poliamina, como cadaverina (lisina) ou putrescina (ornitina),
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(TEMBHURNE et al, 2013), em consonancia com os resultados obtidos para os géneros
Enterobacter e Klebsiella. A ornitina apesar de ndo fazer parte da composi¢do camarao,
também foi testada frente ao pontecial de decarborxilagdo dos micro-organismos
isolados, como prova bioquimica.

Em relagdo a tiramina, ndo ha relatos de intoxicagdo envolvendo camardo, visto
que sua participacdo na composi¢cdo ¢ minima, sendo apenas 2,2% (AKINTOLA et al,
2015). Por outro lado, esse aminoacido estd associado com intoxicagdes envolvendo
queijo (SILVA et al, 2002).

12. Conclusdes

Nas condig¢des deste estudo a manipulagdo dos camardes nao alterou a qualidade

microbioldgica dos camardes preparados como inteiro, filé e butterfly. As bactérias

isoladas nos camardes foram se mostraram capazes de dexcarboxilar histidina e lisina.
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14. CONSIDERACOES FINAIS

Os pescados, com énfase no camardo, sao alvos faceis de contaminacdo se nao
houver um controle rigoroso da cadeia de produgdo, em especial da manipulagio. E
importante ressaltar também a questdo da estocagem, pois ha relatos de crescimento de
micro-organismos, bem como a formacdo de aminas biog€nicas, mesmo nas baixas
tempertaturas de conservacao, sendo de suma importancia a pesquisa de novos métodos
de controle de micro-organismos em alimentos

Porém, ainda ndo ha uma relagdo entre a manipulagdo e o periodo e temperatura
de armazenamento, em vista as varias formas em que o camardo pode ser vendido e

consumido.
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