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RESUMO

O off-flavor é um problema relatado mundialmente na aquicultura e é causado pelo acumulo de
microalgas e cianobactérias na agua. Os compostos produzidos por essas levam a alteracdo de
sabor e odor na carne de peixe, trazendo muitos prejuizos para a cadeia produtiva. O objetivo
desse trabalho foi avaliar se a adicdo de acido citrico reduz o off-flavor no filé de pacaméd e
também o seu efeito sobre a qualidade microbioldgica e fisico-quimica. O delineamento
experimental para as anlises microbioldgicas e fisico-quimicas foi inteiramente ao acaso, com
sete repeticBes por tratamento, totalizando um nimero amostral de 21. Para a analise sensorial foi
usado delineamento com blocos ao acaso com seis repeti¢cdes, tendo entdo, um nimero amostral
de 18. Os trés tratamentos foram o controle (0% de acido citrico), 2% de acido citrico e 5% de
acido citrico. Sendo assim, os filés de pacamd foram submetidos a analise sensorial, com oito
juizes treinados, pesquisas de microrganismos aerobicos mesofilos, psicrotréficos, psicrotréficos
proteoliticos e psicrotroficos lipoliticos, nimeros mais provaveis de coliformes totais e
termotolerantes; determinacbes de pH e dos teores percentuais de lipideos, proteina, residuo
mineral fixo e umidade. Os dados obtidos na analise sensorial foram comparados utilizando o
teste de Friedman, ja para as analises microbioldgicas foi usado Teste T e para as analises fisico-
quimicas o Tukey, todos com nivel de significancia de 0,05. Observou-se que a acdo do acido
citrico foi eficaz na reducdo da percepcdo sensorial do off-flavor no filé de pacamd, devido a
diferenca estatistica em relacdo ao padrdo. O 4cido citrico diminuiu a carga microbiana dos filés
e ndo causou interferéncia na composicao fisico-quimica dos mesmos. Portanto, o acido citrico a
2 ou 5% pode ser utilizado para conservacgdo da carne de pacama, sem interferir no seu sabor com
qualidade microbioldgica e fisico-quimica, aléem de modular de forma benéfica a microbiota

indesejavel.

Palavras-chave: Geosmina, 2-metilisorneol, pescado, analise sensorial
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ABSTRACT

The off-flavor is a problem reported worldwide in aquaculture and it’s caused by the
microalgae and cyanobacteria accumulation in the water. These lead to the change of flavor and
smell of the fish meat, bringing many damages to the productive chain. This work aimed to
evaluate if the addition of citric acid reduces the off-flavor in the pacama fillet. The experimental
design for the microbiological and physicochemical analyzes was entirely random, with seven
replicates per treatment, totaling a sample number of 21. For the sensorial analysis, a randomized
block design with six replications was used, having then, a sample number of 18. The three
treatments were the control (0% citric acid), 2% citric acid and 5% citric acid. Then, the pacama
fillets were submitted to sensorial analysis, with eight trained judges; studies of mesophilic
aerobic, psychrotrophic, proteolytic psychrotrophic and lipolytic psychrotrophic microorganisms,
more probable numbers of total and thermotolerant coliforms; and determinations of pH and of
percentage contents of lipids, protein, fixed mineral residue, and moisture. In data analysis, for
sensorial analysis was used the Friedman's test, then for microbiological analysis was used the T-
test and for the physicochemical analysis was used Tukey, all the tests with p<0.05. It was
observed that the action of citric acid was effective in reducing the sensorial perception of the off-
flavor in the pacama fillet, due to the statistical difference regarding the standard. The citric acid
decreased the microbial load of the fillets and did not cause interference in the physicochemical
composition of them. Therefore, 2% or 5% citric acid may be used for the conservation of pacama
meat, without interfering with its taste and with the quality and physicochemical, besides

modulating in a beneficial way the undesirable microbiota.

Keywords: Geosmin, 2-methylisoborneol, fish, sensory analysis
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1. INTRODUCAO

A preocupacdo com o consumo de alimentos saudaveis e nutritivos vem crescendo em larga escala
no Brasil e no mundo. Por esse motivo, ha uma inclinacdo ao aumento do consumo de peixes,
pois esses apresentam proteinas de alto valor biolégico, contendo todos os aminoacidos essenciais
e com boa digestibilidade. Consequentemente, fica evidente a importancia do consumo de peixes
na alimentagdo humana, pois esses possuem muitas das caracteristicas procuradas pela populacéo
(FAO, 2014).

Nesse contexto, para atender a demanda de um mercado consumidor exigente, os produtores vém
se organizando para oferecerem pescado com padrfes de qualidade mais rigorosos quanto ao
tamanho, sabor, cor e textura (Garcia-Torchelsen et al., 2011). Dentro do processo de producao,
a qualidade da &gua é condigdo imprescindivel para a obtencdo de pescado que atenda a essas
exigéncias. A agua, em condi¢des inadequadas em relacdo aos parametros de qualidade, além de
prejudicar o crescimento, reproducdo, sanidade e sobrevivéncia do pescado, pode interferir nas
caracteristicas sensoriais do mesmo, favorecendo o surgimento de sabores e/ou odores
indesejaveis, comprometendo a comercializacdo e, consequentemente, sua aceitacdo pelos
consumidores (Kubtiza, 2003).

Dessa forma, a multiplicacdo exacerbada das cianobactérias e microalgas presentes nas aguas,
constituem um dos mais importantes fatores de alteracao de sabor e odor nos peixes. Esse acumulo
de algas é chamado eutrofizacdo (Zaitlina e Watson, 2006). Esse fendmeno leva ao off flavor, que
se caracteriza pela presenca de diferentes aromas e sabores nos peixes designados popularmente
como “algas” (por associa¢do), “barro”, “mofo”, entre outros. A intensidade desses odores e
sabores depende do tempo, do ciclo de vida das algas e do meio em que estdo. As substancias
produzidas por essas algas mais relacionadas ao off flavor sdo o 2-metilisoborneol (MIB) e a
geosmina (GEO), que sdo absorvidas pelos peixes através do trato gastrointestinal, pele e
brénquias e ficam armazenadas principalmente no tecido adiposo. Essas alteracdes no pescado
diminuem a aceitacdo sensorial do mesmo, gerando sérios problemas para a cadeia produtiva do
pescado (Biato, 2005).

Vale ressaltar a crescente busca de peixes nativos que se desenvolvam bem na aquicultura e o
pacama (Lophiosilurus alexandri) se destaca nesse contexto (Cordeiro et al., 2016). Além disso,
sabe-se que a busca dos piscicultores pelo melhor desempenho produtivo dos peixes, visando uma
producdo altamente lucrativa, tem acentuado o problema da eutrofizacdo das aguas utilizadas nos
cultivos e, consequentemente, aumentando os prejuizos causados pelo off-flavor (Souza, Mathies
e Fioravanzo, 2012).

A maioria dos métodos para a reducdo do off-flavor utilizados hoje em dia € aplicada no pré-
abate, como o jejum e a depuracdo, muitas vezes associados. E possivel também o uso de
algicidas, filtros biolégicos, raios UV, ultrassom, cdes farejadores, dentre outras inimeras
técnicas. Mas, em contrapartida, se sabe muito pouco sobre a eliminacdo da GEO e do MIB pos-
abate nos filés dos peixes. Por isso, é de grande importancia buscar novos métodos que tenham
como objetivo amenizar as perdas por odores e gostos desagradaveis em peixes de dgua doce.
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Investigar se a adicao de acido citrico ao filé de pacama interfere ou ndo na reducéo de off-flavor.

2.2 Objetivos especificos

e Verificar se a adicdo de acido citrico afeta a microbiota, como coliformes, mesofilos,
psicrotroficos, psicrotréficos proteoliticos e psicrotroficos lipoliticos do filé de pacama.

e Determinar se a adi¢do de acido citrico altera o pH e a composicao fisico-quimica, como
proteina, lipideos, minerais e umidade do filé de pacama.

e Investigar se adigdo de &cido citrico altera sensorialmente o filé de pacama analisado por
provadores treinados.

15



3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 Aquicultura

A prética de cultivar organismos aquaticos € muito tradicional no mundo e ja foi encontrada em
varias culturas e lugares. Ha registros histéricos evidenciando a técnica em manuscritos chineses
e egipicios datando de séculos remotos. De forma rudimentar, esses sistemas armazenavam
exemplares imaturos de diversas espécies de peixes e ndo demandavam de muitos insumos ou
recursos externos. A aquicultura era uma importante fonte alimentar para essas populagdes
(Oliveira, 2009).

Sabe-se que o pescado, como alimento, se destaca pela qualidade e quantidade de aminoacidos
essenciais, além da presenca de vitaminas, minerais e 4cidos graxos essenciais e poliinsaturados
(Sartori e Amancio, 2012). Sendo assim, a aquicultura ascendeu, tornando o pescado a maior
commodity do mundo, principalmente, devido a demanda desse ter sofrido um significativo
incremento nas Ultimas décadas, em fungdo da busca dos consumidores por alimentos mais
saudaveis e por ser uma producdo de melhor custo-beneficio, podendo inclusive ser uma atividade
secundaria e na agricultura familiar (Sidonio et al., 2012). Além disso, a tendéncia é que a
demanda por produtos a base de pescado, oriundos da aquicultura, deve aumentar nas proximas
décadas, seja por questdes de escassez de extrativismo, salde, socioecondmicas ou religiosas.

Nesse contexto, o Brasil possui 13,7% da agua doce superficial do planeta (Tundisi, 2003), clima
favoravel e € um dos maiores produtores de graos, 0 que o torna um pais com caracteristicas
adequadas para o desenvolvimento da aquicultura. Ainda assim, o brasileiro consome pouco
pescado, estima-se que, em 2015, o consumo de pescado per capita brasileiro foi de 9,5
kg/hab/ano (Peixe BR, 2017) sendo que o consumo recomendado pela Food and Agriculture
Organization of the United Nations (FAO) é de 12 kg/ano (FAO, 2012).

Nos Gltimos 50 anos, a producdo mundial de pescado cresceu a uma taxa média anual de 3,2%,
superando o incremento populacional de 1,6%. O consumo de pescado per capita também
aumentou de 9,9 kg por ano na década de 1960 para 19,2 kg por ano em 2012 (FAQ, 2014). Dessa
forma, sabendo-se do grande potencial para a producdo de pescado no Brasil, foi criado o
Ministério da Pesca e Aquicultura (MPA), em 2009, periodo em que a aquicultura brasileira
alavancou. Esse ministério foi extinto em 2015, por questdes politicas. O setor aquicola
apresentou crescimento mesmo diante do cenario de crise econdmica em que o pais vive. A
atividade movimentou R$ 4,3 bilhdes e gerou 1 milhdo de empregos diretos e indiretos em 2016,
segundo registros do relatério do Anuario Brasileiro de Piscicultura de 2016, da Associacao
Brasileira de Piscicultura (Peixe BR, 2017).

3.2 Pacama (Lophiosilurus alexandri)

O pacamd (figura 1) pertencente a Classe Actinopterygii, Ordem Siluriformes e a familia
Pimelodidae. Ele foi descrito como uma espécie de habitos sedentarios, noturna, que vive
principalmente em regides de fundo de pedras ou areia e tem preferéncia por ambientes morosos
(Travassos, 1959).
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Sabe-se que € uma espécie nativa de agua doce, endémica no Rio S&o Francisco, carnivora e com
grande capacidade de uso na aquicultura (Meurer et al., 2010; Souza et al., 2014). A bacia desse
rio é a terceira maior da América do Sul e apresenta em torno de 2.830 km de extenséo, alongando-
se por Varios estados brasileiros, tais como: Minas Gerais, Bahia, Pernambuco, Alagoas e Sergipe
(Godinho e Godinho, 2003). O pacama é um tipo de bagre, assim como o catfish (Ictalurus
punctatus), peixe altamente comercial nos EUA.

Sendo assim, a relevancia comercial dessa espécie na regido sub-média do rio Sdo Francisco é
alta devido ao interesse na carne por ser de coloracdo branca, textura macia, saborosa, ter bom
rendimento de filé e auséncia de espinhos intramusculares (Luz et al., 2011). Devido ao seu alto
valor de mercado, a crescente pesca esportiva e o represamento de rios, 0 pacama esta na lista de
peixes ameacados de extingdo (BioBrasil, 2014).

A reproducdo dessa espécie ocorre naturalmente ou de forma induzida com a utilizagdo de
horménios, de forma parcelada, em tanques com o fundo recoberto de areia, com os reprodutores
formando ninho (Santos et al., 2013). Uma vez que 0 pacama é um peixe carnivoro, em sua
reproducdo ocorre alta taxa de perda larvaria devido ao canibalismo. Contudo, estudos mais
recentes demonstraram que sua procriacdo pode ser realizada satisfatoriamente em condigdes
controladas (Costa et al, 2015) e sua larvicultura e condicionamento alimentar ja estdo sendo
realizados com sucesso (Cordeiro et al., 2016).

A dieta do pacama ¢ de dificil formulacdo, mas, Souza et al. (2013) observaram que niveis médios
de proteina bruta de 36,2% e inclusdo de até 15% de carboidrato (Figueiredo at al., 2015)
promoveram aumentos consideraveis nos indices de taxa de crescimento, conversdo alimentar e
ganho de peso para juvenis dessa espécie.

Figura 1: Pacama (Lophiosilurus alexandri). Fonte: Arquivo pessoal.
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3.3 Composi¢ao quimica e aspectos nutricionais da carne do pescado

Na década de 1970 foram publicados estudos que demonstraram que populacfes de esquimos
apresentavam baixa incidéncia de doencas cardiovasculares e de cancer, mesmo consumindo altos
indices de gordura de peixe. Posteriormente, mais relatos experimentais confirmaram os efeitos
benéficos da carne de peixe e mostraram que outras populagdes que comiam maior quantidade
desse produto de origem animal apresentavam menor incidéncia de doengas cardiovasculares do
que populacdes com menor ingestdo desse alimento (Bang e Dyerberg, 1972; Bang, Dyerberg e
Hjorne, 1976). Ogawa e Maia (1999) citaram que a carne do peixe pode conter aproximadamente
20% de proteina, 60 a 85% de umidade, 1 a 2% de mineral fixo, 0,3 a 1% de carboidrato e 0,6 a
36% de lipideos, esse ultimo é o componente que mais pode variar entre as espécies de peixe.

Os peixes tém em sua composi¢do agua, lipideos e proteinas, cujas quantidades variam entre as
espécies. A fracdo lipidica oscila muito ao longo do ciclo de vida de uma mesma espécie, podendo
chegar a valores minimos durante a ovulacdo, por exemplo. Em relacdo ao carboidrato, a presenca
desses nos musculos dos peixes é baixa, geralmente menor que 0,5%. No final de vida, essa fracdo
torna-se fonte de ribose livre, que € um componente essencial do ATP (trifosfato de adenosina),
apos autolise post mortem (Sartori e Amancio, 2012).

O pescado é uma grande fonte proteica, pois considerando a variacao entre espécies, o teor de
proteina oscila de 15% a 25%. Esse apresenta todos os aminoécidos essenciais, com elevado teor
de lisina. A digestibilidade da carne de pescado é acima de 95% e, conforme a espécie, € maior
que das carnes em geral e do leite. Sabe-se que o pescado também € uma excelente fonte de
vitaminas do complexo B e também A e D, no caso de sardinha, salmdo e cavala, que sdo
considerados mais gordurosos (FAO, 2005).

Em relacdo aos minerais, a carne de pescado é conhecida por conter teores nutricionalmente
adequados de célcio e de fosforo, mas também possui cobre, ferro e selénio, além de iodo, em
peixes de agua salgada. Em peixes de criacdo, a quantidade de minerais e vitaminas correspondem
aos valores disponibilizados na alimentacao (Sartori e Amancio, 2012).

Como alimento de reserva lipidica, o pescado € extremamente importante, pois possui cadeias de
acidos graxos poli-insaturados da série 6mega, que é de extrema importancia para a saude
humana. Tanto os acidos graxos 6émega 3 e 6 sdo precursores dos &cidos eicosanoides
(prostaglandinas, tromboxanas e leucotrienos) e precisam ser fornecidos pela dieta, pois ndo sdo
produzidos pelo organismo humano. O acido graxo alfa-linolénico é precursor dos &cidos
eicosapentaendico (EPA) e docosahexaendico (DHA), os quais além do funcionamento do
sistema nervoso e reprodutivo, também s&o apontados como protetores cardiovasculares (Celik,
Diler e Kugikgulmez, 2005).

3.4 Microbiologia do pescado

A microbiota do pescado é uma representagdo sanitaria da agua em que o animal vive. Os
microrganismos presentes nos peixes sao encontrados no limo superficial, nas branquias e no
intestino, sendo que o tecido muscular desse animal vivo saudavel deve ser estéril. Os baixos
indices de contaminantes sdo comumente associados a aguas limpas e os indices mais elevados a
aguas poluidas (Morita, 2005).
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Nesse contexto, apés a retirada do pescado da agua, ocorrem diversos fendmenos naturais que
levam a sua deterioracdo. Esse fato ird ocorrer independentemente da forma como o pescado é
manuseado, mas pode ser retardado se forem adotadas praticas adequadas de manipulacdo
(Galvdo, 2010). Apods a morte do peixe, deixam de atuar os mecanismos de defesa contra a
invasdo microbiana. Entdo, ocorre a penetragcdo dos microrganismos nos musculos através dos
tecidos vasculares das branquias, ao longo da veia caudal, através dos poros da pele, na regido
lateral e, finalmente, pela via intestinal. Enzimas proteoliticas e lipoliticas, de origem enddgena
ou bacteriana, tém um papel importante na deterioracdo do pescado (Viegas e Souza, 2004).

Os microrganismos mesoéfilos conseguem se multiplicar entre 10°C e 45°C, sendo a temperatura
ideal por volta de 30°C, sabe-se que esse grupo é de grande importancia, uma vez que se trata da
grande maioria das contaminacfes dos produtos de origem animal. JA os microrganismos
psicrotroficos se multiplicam em temperaturas menores, abaixo de 7°C, embora a temperatura
6tima seja de 20°C a 30°C. Os dois grupos de enzimas mais importantes produzidas por essas
ltimas sdo as proteases e as lipases, sendo os psicrotroficos proteoliticos e lipoliticos os
produtores dessas, respectivamente (Oliveira et al., 2012).

Uma vez que os tecidos musculares sdo constituidos basicamente de proteinas, a autélise é a
quebra dessas devido a acdo das enzimas proteoliticas (Beirdo, Teixeira e Meinert, 2000). Ha
também a acdo de enzimas lipoliticas, que é uma das mais importantes causas de deterioracdo dos
alimentos, levando também a liberacdo de compostos responsaveis pelo off-flavor. Esses tipos de
reacdo diminuem o tempo de vida e o valor nutritivo dos alimentos (Shimokomaki e Olivio, 2006).

Apo0s o rigor mortis e a autolise, a decomposicdo da carne do pescado é causada apenas por acao
enzimatica de origem bacteriana e, para isso, é necessario que esses microrganismos tenham
acesso a elementos nutritivos e condi¢des favoraveis como oxigénio, temperatura e umidade para
proliferarem. Dentre as principais bactérias que contribuem para deterioracdo do pescado estdo:
Pseudomonas spp., Bacillus spp. e Micrococus spp. Além dessas, podem ser encontrados os
coliformes, geralmente associados a origem e manipulacdo do pescado (Oetterer, 2002).

Sabe-se que a vida de prateleira de um alimento ndo deve se estender até os microrganismos
mesofilos e psicrotroficos alcangarem 10”7 UFC/g, pois, a partir disso, o produto ndo possui mais
condicdes higiénico-sanitarias adequadas ao consumo humano (ICMFS, 1986). Condicdes de
obtencdo, manipulacdo e estocagem adequadas podem prolongar a comercializagdo e consumo
desse produto.

3.5. Off-flavor em pescado

O off-flavor é a presenca de sabores e/ou odores indesejaveis na agua e no filé do peixe. E
provavel que a primeira vez que esse fendmeno foi citado na literatura tenha sido em um encontro
da Food and Agriculture Organization of the United Nations (Iredale e Rigby, 1972). Na década
de 1970 ja se estimava que a causa desse problema era a proliferagdo de cianobactérias e
actinomicetos em agua doce. Com o passar dos anos e a intensifica¢do da producéo e do uso da
agua, as dificuldades com o off-flavor s6 foram aumentando e gerando alto impacto comercial
(Vallod et al, 2007).

Nesse contexto, ja foram relatados problemas com sabores e odores indesejados em carne de
pescado em varios paises. Robin et al. (2006) relataram essa adversidade com trutas (Salmo trutta)
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na Franca, Guttman e Rijn (2008) descreveram a presenca de off-flavor em cultivos de tilapias do
Nilo (Oreochromis niloticus) em tanques-rede, fato que ndo é considerado comum, visto que esse
problema acontece com mais frequéncia em tanques de recirculagéo.

De certo, os compostos com baixa toxicidade para humanos e animais, sdo aqueles mais relatados
como causadores de off-flavor na cadeia produtiva de pescado. A definicdo de sabores e odores é
uma percepcdo individual, resultando em explicacdes diferentes para uma mesma sensacao.
Devido a isso, é importante padronizar que, na maioria das vezes, que se menciona off-flavor na
aquicultura é para se referir a presenca de geosmina (GEO) e 2-metilisoborneol (MIB) (Tucker,
2000).

Essas duas substancias sdo produzidas por elevadas populacdes de cianobactérias e actinomicetos
(Tabela 1), causada pela eutrofizagdo da agua, sendo entdo absorvidas por difusdo através das
brénquias, pele e trato gastrintestinal e depositadas, principalmente, no tecido adiposo do peixe.
Os principais géneros de cianobactérias sdo: Microcystis, Anabaena, Aphanizomenon,
Planktothrix e Oscilatoria. Em relacdo aos actinomicetos, salienta-se: Actinoplanes,
Micromonospora, Rhodococcus, Streptomyces, Thermoactinomyc e Nodularia (Biato, 2005).

Tabela 1: Tipos de micro-organismos responsaveis por off-flavor em carne de pescado

Tipo de organismo Pais Género Metabolitos de Referéncias
off-flavor
Cianobactérias EUA Oscillatoria MIB Olson, Weirich e Grimm, 2001;

Tucker, 2000; Schrader et al.,
1988; Van der Ploeg e Tucker,
1993; Martin et al., 1987 e

Lovell, 1983.

Noruega GEO Berglind et al., 1983; utkilen e
Froeshaug, 1992.

EUA e Japdo MIB Hoson, 1992; Negoro, Ando e
Ichkawa, 1988 e lzaguirre,
1983.

Japdo GEO e MIB Matsumoto e Tsuchiya, 1988.

EUA MIB Bafford et al., Schrader e
Blevinset, 1993.

Tailandia e Anabaena GEO Wu, Ma e Chou, 1991; Van der

EUA Ploeg, Tucker e Boyd, 1992;
Lelana, 1987; Lovell et al.,,
1986.

Japéo GEO Tsuchiya e Matsumoto, 1988;
Aoyama et al., 1991.

EUA e GEO Bowmer et al., 1992; Rosen,

Australia Meleod e Simpson, 1992.

Europa Aphanizomenon GEO Juttner, Hoeflacher e Wurster,
1986.

Actinomicetos EUA Streptomyces GEO e MIB Gerber, 1979.

EUA MIB Sugiura et al., 1994,

Japdo, EUA, GEO Schrader e Blevins, 1993;

Gra-Bretanha Wood, Williams e White, 1985;
Dionigi e Champagne, 1995.

EUA Lind e Katzif, 1988.

Japdo GEO e MIB Tsuchiya, Matsumoto e

Okamoto, 1978.

Fonte: Modificada de Robin et al. (2006). Legenda: GEO = Geosmina e MIB = 2-metilisoborneol.
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Ainda que seja possivel observar que as cianobactérias sdo as principais causadoras de off-flavor
em carne de pescado, ndo se pode subestimar a presenca dos actinomicetos, uma vez que esses
sdo capazes de produzir a GEO e MIB ao mesmo tempo, além de outros compostos causadores
de odores de menor impacto comercial (Watson e Ridal, 2004). Em tanques de producdo de
sistemas intensivos de criacdo de peixes na China, as microalgas Melosira sp. e Cyclotella sp.
foram as principais responsaveis de off-flavor (Xu et al., 2010).

Sabe-se que os peixes também podem adquirir off-flavor pela ingestéo de cianobactérias contento
reservas de MIB e GEO, mas a principal rota de absorcédo € o transporte passivo dos compostos
presentes na agua. O principal sitio de absor¢édo sdo as branquias, devido a sua estrutura e fungao,
aumenta-se a difusdo entre sangue e dgua. Essas substancias sdo inicialmente transportadas para
os tecidos de maior suprimento sanguineo e, depois, redistribuidas pelos tecidos ricos em gordura
(Tucker, 2000).

3.6 Geosmina (GEO) e 2-metilisoborneol (MIB)

A Geosmina (Ci2H220) e o 2-metilisoborneol (C11H200) (figura 2) sdo alcoois terciarios
biciclicos, considerados compostos terpendides semivolateis com forte odor e sabor na dgua e nos
peixes (Guttman e Rijn, 2008). A GEO confere a carne de pescado um sabor de barro ou odor de
terra molhada, enquanto o MIB provoca odor de mofo, mesmo em pequenas quantidades, sendo
dificilmente diferenciados entre si (Pimenta e Gesto, 2011).

HSC\ CH3

] OH
Hac CH3

CH,

Figura 2: Estrutura quimica da geosmina e 2-metilisoborneol respectivamente.

Contudo, mesmo com a presenca dessas substancias na carne do pescado, até o dado momento,
ndo existem relatos de intoxicagdo em animais e humanos, pois a dose toxica é muito superior a
dose letal para os peixes. Mas, todos os géneros de microrganismos produtores de GEO e MIB
possuem espécies produtoras de toxinas, que sdo altamente prejudiciais a salde, sendo entdo a
GEO e MIB indicadores (Falconer et al., 1999). As toxinas produzidas por cianobactérias sao
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separadas de acordo com o seu modo de acdo, que s@o: neurotoxinas, dermatotoxinas e
hepatotoxinas (Moreno et al., 2005).

Nesse contexto, a toxina mais encontrada nas aguas ao redor do mundo é a microcistina, produzida
por Microcystis aeruginosa e também pelo género Anabaena. Essa € resistente a altas
temperaturas, mantendo entdo, sua toxicidade mesmo ap6s a fervura (Sanches et al., 2007). Em
1996, no estado de Pernambuco ocorreu a morte de pessoas pela presenca de cianotoxinas na agua
de dialise. Esse acontecimento foi de grande importancia para ocorrer a regulamentacdo da
presenca dessas toxinas em agua de uso humano e também na gestdo em mananciais (Cybis et al.,
2006).

Sabe-se que a producdo da geosmina e do 2-metilisoborneol acontece por vias metabodlicas
comuns: a do &cido meval6nico e da deoxixilulose (Wanke et al., 2001). O gene responsavel pela
producdo da GEO em Streptomyces coelicolor € 0 mesmo usado na producdo de acido
mevaldnico, mostrando uma alta correlacdo entre essas duas substancias (Gust, 2003). Pesquisas
nessa area demonstraram que em ambientes favoraveis, as células de uma col6nia de
cianobactérias se sincronizam para produzir essas substancias, indo de encontro ao que se achava
anteriormente, que GEO e MIB eram apenas consequéncias secundarias de rotas metabolicas
(Lazdunski, Ventre e Sturgis, 2004).

Sabe-se também que algum fator externo atua na producdo de GEO e MIB, e isso foi comprovado
por Gust (2003), uma vez que em condicdes ideais, as cianobactérias desenvolvidas em
laboratdrios perdem os genes responsaveis pela producao dessas substancias.

3.7 Fatores predisponentes para off-flavor

Em corpos d’agua doce existem actinomicetos, cianobactérias e¢ fungos, mas em baixa
concentracdo, uma vez que 0s organismos predominantes sdo as algas verdes. Sendo assim, na
producdo de peixes encontram-se algumas causas para a proliferacdo excessiva desses
organismos. Um dos grandes causadores de off-flavor nos peixes é a eutrofizacdo da agua, que se
da, principalmente, pela elevada taxa alimentar que ira4 causar uma relacdo desbalenceada entre
nitrogénio e fésforo (Robin et al., 2006). A racdo gue ndo € aproveitada é convertida em amonia,
fosfato, gas carbonico e outras substancias que causam impacto no equilibrio do sistema de
criacdo (Baccarin e Camargo, 2005).

Sendo assim, um aspecto extremamente complexo na aquicultura é a conservacao da qualidade
da &gua em condigdes para criagdo de peixes e outros organismos aquaticos, pois isso exige um
monitoramento constante e efetivo desse sistema. Essa qualidade esta relacionada com a origem
da &gua, espécies cultivadas, manejo, quantidade e composicao do alimento fornecido. A &gua
gue entra no sistema tem suas caracteristicas quimicas e fisicas influenciadas pelo aporte de
matéria organica e nutrientes. Desse modo, percebe-se que a concentracdo elevada de amdnia nos
corpos d’agua pode provocar muitas alteragdes nesses sistemas, entre elas, grandes variacdes de
pH, que é causador de elevadas taxas de mortalidade nos peixes (Mercante et al., 2007)

Normalmente, um sistema pode ser considerado eutréfico quando possui proliferacdo massiva de
cianobactérias e diminuicdo do oxigénio disponivel. Essas floragdes sdo vistas como um grande
crescimento na superficie da agua, sendo altamente resistentes as alteracGes ambientais. 1sso
ocorre porque, muitas vezes, o produtor utiliza a capacidade maxima de suporte em viveiros e
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tanques de criagdo de organismos aquaticos (Sipauba-Tavares e Braga, 2007). Com a
intensificacdo desses sistemas, hd uma tendéncia de se reduzir os espagos cultivados e de
aumentar a dependéncia do uso de racdes, além da inevitabilidade da renovacdao e aeracdo da dgua
para manutencdo da sua qualidade (Kubitza, 2003).

E, também, para agravar mais ainda a producdo de microrganismos causadores de off-flavor, sabe-
se que longos periodos com altas temperaturas e pouca chuva e vento sdo fatores predisponentes
para tal (Turchini et al., 2007). Altas densidades de animais na producdo, baixa renovacédo da
agua, uso indevido de inseticidas que eliminam os predadores naturais das cianobactérias, como
0s microcrustaceos, sdo outros exemplos desses fatores (Yu e Souza, 2007).

3.8 Métodos sensoriais para determinacéo de off-flavor

A analise sensorial para detectar off-flavor em pescado é realizada, normalmente, com um painel
de provadores, que € constituido por pessoas treinadas profissionalmente, mas também o teste
sensorial pode ocorrer com consumidores comuns, com a selecdo daqueles mais sensiveis. Essas
duas maneiras permitem a realizacdo dos testes com seguranca, uma vez que a grande maioria
dos consumidores sdo menos sensiveis do que o juri selecionado (Howgate, 2004).

Dessa forma, as técnicas usadas para avaliagdes sensoriais de carne de pescado variam de acordo
com os provadores, pois cada um tem sua preferéncia. Alguns selecionam a musculatura préxima
a cauda, enquanto outros usam a musculatura préxima as visceras. Para isso, Lloyd e Grimm
(2004) utilizaram pedacos de filé de peixe que foram aquecidos, os quais foram submetidos a
andalise olfatdria para uma deteccdo mais grosseira de odores. Vale ressaltar que a sensibilidade
humana para GEO e MIB € muito variavel. Em relacdo a primeira se aceita que o limiar de
deteccdo seja em torno de 0,02 mg/L na agua e de 6 mg/kg na truta. Para o MIB, o limiar de
deteccdo para humanos é em torno de 0,04 mg/L na agua e de 0,6 mg/kg em peixes (Tucker,
2000).

Entdo, é dificil definir exatamente um valor limiar para esses compostos, considerando a
complexidade que envolve a andlise sensorial (Robin et al., 2006). Alguns fatores como
temperatura da agua, peso do peixe e concentracdo lipidica na carne devem ser levados em
consideracdo. Mais recentemente, na Australia, foi constatado em perca-gigante (Lates
calcarifer), peixe comum nesse pais, que existe uma alta relacdo entre off-flavor e o nivel de
lipideos no filé de pescado (Percival, Drabsch e Glencross, 2008).

Com a finalidade de realizar a analise sensorial, a técnica que € mais usada é a lavagem da amostra
e 0 seu cozimento, apds isso, a amostra € submetida a analise olfatéria e provada pelos julgadores.
Se o peixe é considerado aceitavel, a populacéo do tanque em questdo é provisoriamente aprovada
para a compra, e o abate € agendado. Ainda assim, outra amostra é provada antes do abate e se 0
off-flavor for detectado, o abate é cancelado. Atualmente, os resultados da analise sensorial podem
ser confrontados com analises mais modernas, que irdo confirmar ou ndo a presenca de compostos
volateis na carne do filé de peixe (Souza, Mathies e Fioravanzo, 2012).

Nesse contexto, a analise sensorial tem inimeros pontos que precisam ser mais bem estudados e
redefinidos. Gautier, Boyd e Lovell (2002) concluiram que 30 exemplares de peixes sdo
suficientes para se analisar toda a variancia do tanque de cultivo. Entretanto, na prética, 0s
processadores de peixes tentam garantir a qualidade sensorial submetendo apenas uma amostra a
analise, uma semana antes da despesca (Tucker, 2000).
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Embora os sentidos humanos consigam detectar a presenca de GEO e MIB, mesmo em baixas
concentracgdes, sabe-se que o poder de detec¢do humano é saturado rapidamente, tendo perda da
sensibilidade e acarretando erros experimentais. Em contrapartida, as analises instrumentais
usadas para detectar os compostos causadores de off-flavor em grandes amostragens possuem alto
custo dos aparelhos e reagentes, além da necessidade de profissionais treinados para realizar as
analises.

3.9 Impacto econdmico do off-flavor

Sabe-se que a presenca de gosto e odores desagradaveis em peixes € o motivo de uma grande
reducdo no consumo de pescado (Vallod et al, 2007). O off-flavor, juntamente com manejos
inadequados, sdo as principais causas de grande prejuizo em paises com aquicultura avancgada,
como EUA e Franca (Biato, 2005). Com a presenca mundial de um mercado consumidor cada
vez mais atuante e exigente, o off-flavor se tornara o maior problema de producéo, acarretando
grandes prejuizos em qualquer pais do mundo (Robin et al., 2006). Nos EUA, calcula-se que a
GEO e 0 MIB sdo responsaveis por diminuir as vendas do catfish em 30%, devido a rejei¢do do
consumidor pelo peixe com odor e sabor desagradavel (Zimba et al., 2012).

Inclusive, na produgdo do catfish, foi estimado um prejuizo de 50 milhdes de ddlares anuais e
nesse calculo foram contabilizados a perda por off-flavor, a mortalidade dos peixes, o atraso na
despesca, a reducdo da produtividade, entre outros problemas derivados da qualidade inadequada
da agua (Kubitza, 2003). Em outro estudo nos EUA, os autores observaram gue 0s prejuizos por
off-flavor variaram de 3% a 16% dos custos da producdo de pescado e isso representava de 10 a
60 milhdes de dolares/ano (Engle, Pounds e Ploeg, 1995). Todos esses relatos ndo levam em conta
a venda do pescado com o sabor desagradavel, pois a maioria das medidas de controle de off-
flavor sdo pré-abate (Pimenta e Gesto, 2011).

Além disso, Zimba et al. (2012) perceberam que nos paises europeus em torno de 20% dos
produtores tiveram problemas na producao causados por off-flavor, principalmente no verdo. Ha
estudos com truta arco-iris, tilapias, camardes, salmdes, lagostas e esturjées. Outro grande
impacto econdmico causado pelo off-flavor é o fato de os piscicultores americanos contratarem
técnicos especializados para detectar gostos desagradaveis nos peixes em cada criadouro, e uma
vez reprovados, todos os peixes sdo dados como ndo aceitaveis para a venda até que seja
solucionado esse problema. Esse método atrasa o abate e o cronograma de fornecimento para
comercializagdo. Peixes com off-flavor, normalmente, sdo encaminhados para depurag&o,
causando mais atraso nas vendas e no retorno financeiro dessa produgdo (Souza, Mathies e
Fioravanzo, 2012).

No Brasil, a industria de producdo e beneficiamento de pescado ndo possui programas de
monitoramento para saber qual € o verdadeiro valor perdido devido ao off-flavor. Por isso, ndo ha
estudos brasileiros na literatura com esse objetivo.
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3.10 Controle e métodos de deteccéo do off-flavor pré-abate
3.10.1 Pré-despesca

Existem varias medidas que podem ser utilizadas pré-abate visando a diminuicao da liberacdo da
GEO e MIB e também a redugdo desses compostos no filé.

Uma dessas técnicas € o uso de algicidas, que séo compostos como sais de cobre e ferro, acetato
de fentina, endotal, quinoclamina, cloretos, brometos de alquilbenzilaménio, hipocloreto de
calcio, hipoclorito de sddio e diclorofena. Dentre esses ja citados, os mais usados nos EUA,
durante os meses quentes, sdo os derivados de cobre, e sua forma de atuacdo é inibindo a
fotossintese e a divisdo celular das microalgas (Pimenta e Gesto, 2011). O grande problema do
uso de algicidas é sua toxicidade para outros microrganismos do meio aquatico. Outra adversidade
do uso dessa substancias é a grande liberacdo de GEO e MIB na agua logo apds o uso, devido a
ruptura das membranas celulares e extravasamento do contetdo celular, levando a preocupagao
com o acumulo desses na carne de pescado.

Outra alternativa encontrada pelos produtores de catfish nos EUA ¢é a separacdo de dois a trés
animais de cada lote que sdo abatidos e a carne é submetida a analise sensorial feita por provadores
treinados. Caso todos os peixes testados sejam dados como aceitos, o lote estara apto para ser
abatido. Se alguma amostra for reprovada, o lote é demarcado e retido e todo esse protocolo é
repetido até que o off-flavor seja eliminado (Dionigi e Bett, 1998). Sabe-se ainda que em algumas
producBes, com o objetivo de acelerar o processo, 0s animais sdo mudados de tanque, porém,
devido ao estresse, pode ocorrer perda de peixes aumentando ainda mais o custo da producéo.
Além de tudo isso, quando os peixes chegam na unidade de beneficiamento, um outro animal do
lote € abatido e a carne é novamente submetida a analise sensorial feita por provadores treinados
e, se 0 sabor for reprovado, os peixes sdo devolvidos aos produtores.

Ademais, outra técnica descrita por Shelby (2004) foi o uso de cées para farejarem e detectarem
0s compostos causadores de off-flavor na dgua de criacdo de peixes. Esse método se mostrou
efetivo na deteccdo de GEO e MIB, mas o custo da compra e treinamento dos animais, assim
como o transporte da agua até o centro de pesquisa faz com que muitos aquicultores ndo utilizem
esse método.

Outra medida que tem como funcdo diminuir o off-flavor é realizar a oxidacdo por ozbnio, que
elimina a presenga de GEO e MIB, uma vez que essa a¢do confere polaridade a essas substancias,
acrescentando a elas pressao de vapor (Park et al., 2007). Num outro estudo realizado nos EUA,
em Mississipi, os autores sugeriram o uso de peixes planctéfagos para serem cultivados
juntamente com catfish. Esse policultivo tem como objetivo o controle das microalgas na agua e,
assim, reduzir a producdo de GEO e MIB. Nesse trabalho foi usado o peixe threadfin shad
(Dorosoma petenense) e teve bons resultados na época de calor; porém, no frio esse peixe néo
resistiu, ocorrendo sua completa mortalidade e, como consequéncia, houve aumento da matéria
organica e off-flavor dos tanques de criagdo (Mischke et al., 2012)

Em contraponto as medidas citadas anteriormente, existem métodos fisicos que costumam ser
bem menos dispendiosos e que podem ser aplicados em criagfes de peixes e também nas
companhias fornecedoras de agua potavel. A filtragdo é a passagem da agua atraves de um
material filtrante que pode ser, por exemplo, carvao ativado, e tem como objetivo, dentre outras
coisas, adsorver as moléculas de GEO e MIB sob sua superficie (Aiub, 2006). O uso de raios UV
tem como objetivo eliminar os organismos responséveis pelo off-flavor, pois esses geram erros
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genéticos de pareamento de DNA e de transcricdo, aléem de produzirem radicais livres. E, por
ultimo, usa-se o ultrassom com o objetivo de se agitar as particulas, provendo a energia necessaria
para romper ou desativar compostos organicos. Esse método é muito eficaz, pois elimina
substancias odoriferas mesmo se essas estiverem em baixas concentracdes (Song, 2007).

Devido a grande preocupa¢do com os residuos gerados pela aquicultura, cresce o uso de filtros
bioldgicos, que usam microrganismos para remover a aménia. O filtro biolégico ja é conhecido
ha mais de dois séculos e é um dos componentes do sistema de producdo de recirculagéo,
diminuindo a quantidade de matéria organica e, consequentemente, o aparecimento de
cianobactérias e actinomicetos, produtores de GEO e MIB (Guttman e Rijn, 2008).

3.10.2 P6s-despesca: depuracao

A GEO e a MIB sdo acumuladas no tecido gorduroso dos peixes de forma rapida quando essas
substancias estdo em altas quantidades na agua. Sendo assim, sabe-se que a eliminacdo desses
compostos do filé se da por difusdo passiva, ocorrendo entdo a degradacao desses. Levando em
conta essas condicGes, uma das técnicas muito utilizadas e de baixo custo é a depuracao, que se
fundamenta em fazer com que dias antes do abate, os peixes permanecam em tanques de alvenaria
em sistema de agua corrente, limpa, aerada e em regime de restricdo alimentar.

Sabe-se que a quantidade de dias de depuracgéo ird depender da temperatura da agua, atividade
fisioldgica, espécie, massa corporal e quantidade de tecido gorduroso de cada peixe. Devido a
isso, é muito dificil definir uma quantidade ideal de dias para a realizacdo desse método. Por
exemplo, para alguns tipos de carpa, esse tempo pode chegar a até 20 dias (Robertson et al., 2005).
De acordo com Kubitza (2003), a tilapia € uma das espécies que demandam menor tempo de
depuracdo, devido ao baixo acumulo de gordura no seu filé, sendo que esse tempo pode ser
estendido a uma semana em temperaturas mais baixas. Mas, periodos muito longos de depuracao
e restricdo alimentar podem trazer problemas imunoldgicos e infec¢Bes secundarias para 0s
peixes. A técnica de depuracdo é um método simples que pode trazer grandes beneficios para a
producdo na aquicultura, mas ndo impede prejuizos com a baixa eficiéncia alimentar, mortalidade
dos peixes, atraso no cronograma de abate, entre outros (Biato, 2005).

Segundo Pimenta e Gesto (2011), durante o processo de depuracdo, algumas amostras de peixes
sdo direcionadas para a avaliagao sensorial antes da liberacéo do lote para o abate. Os métodos de
avaliacdo sensorial consistem na remog&o, ap0s o abate, da porcao caudal do filé conjuntamente
com a pele, pois é nesta porcdo que geralmente hid maior acimulo de gordura e,
consequentemente, dos compostos causadores de off-flavor. Quando ja € percebido o odor
desagradavel, a amostra é descartada, se ndo, essa é aquecida para volatilizar GEO e MIB, caso
existam. Se ainda assim ndo for detectado o odor de off-flavor, as amostras seguem para
degustacao dos avaliadores treinados e, se aprovado, o lote tera a permissao para o abate, se no,
a recomendacdo € que o processo de depuracdo continue. Este € um método eficiente para a
redugdo do tempo de depuracéo e até mesmo para evitar a despesca prematura de alguns lotes.

Para finalizar, vale ressaltar que a adogdo de boas praticas de producdo € essencial para evitar
problemas com off-flavor. Entdo, como critério de manejo é indicado adotar o controle da
temperatura, podendo-se usar uma cobertura fisica, como lonas ou redes, para bloguear a entrada
de luz solar. Outro método importante é a mensuracdo de parametros de qualidade, como pH,
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turbidez, temperatura e oxigénio dissolvido. Também, deve-se observar se esta tendo sobras de
racao no horario da alimentacdo dos peixes, pois isso ira aumentar a eutrofizacdo da agua.

3.11 Controle do off-flavor pés-abate

Como visto anteriormente, a maioria dos métodos usados no controle de off-flavor sdo os pré-
abate, mas ha alguns estudos mostrando tratamentos de sucesso no pds-abate, como uma forma
de alternativa para se diminuir os prejuizos causados pelo off-flavor devido a rejeicdo dos
consumidores.

Primeiramente, pode-se citar a defumacdo como forma de mascarar o off-flavor, pois essa
operacao fundamenta-se na destilacdo destrutiva da madeira que, pelo calor, desprende compostos
volateis. Estudos na Dinamarca em trutas arco-iris mostraram que essa tecnologia diminui a
percepcao sensorial da presenga de GEO e MIB nos filés, proveniente ao acimulo dos compostos
da fumaca da madeira na carne (Zimba et al., 2012). A defumacdo aplicada a espécies de menor
valor de mercado pode aumentar sua qualidade, devido as caracteristicas de sabor, aroma e cor
proporcionadas ao produto com esse processo (Souza, 2003). Porém, a defumacdo ndo é efetiva
quando a concentracdo de GEO e/ou MIB é muito alta, geralmente em peixes provenientes de
sistemas de recirculacdo de agua.

Dentre outros estudos (Brown et al., 2012; Liu et al., 2016), um método que se destacou foi a
acdo do acido citrico em baixas concentracdes em filés de catfish para reduzir o off-flavor,
realizado nos Estados Unidos. Esse acido atua nos compostos produzidos pelas algas desidratando
seus alcoois terciarios. O resultado foi comprovado com analise sensorial e espectrometria de
massa por Forrester et al., (2002)

3.12 Aditivos alimentares

Aditivo alimentar é um ingrediente que sera adicionado ao alimento com o proposito de alterar as
caracteristicas fisicas, quimicas biolégicas ou sensoriais do produto. A Lei n® 9782, de 26 de
janeiro de 1999 (Brasil, 1999) encarrega a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria de controlar
aditivos alimentares e coadjuvantes de tecnologia de fabricacao.

Sabe-se da necessidade de controlar 0 uso dessas substancias, uma vez que essas podem trazer
riscos para os consumidores, em especial os alérgicos, por isso, informagbes de qual tipo de
aditivo foi usado devem obrigatoriamente estar no rétulo. O acido citrico esta na categoria de
acidulante, juntamente com o acido latico e tartarico, que tem como fun¢do aumentar a acidez
e/ou conferir um sabor mais &cido ao produto (Salinas, 2002).
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1 Obtencéo e preparo das amostras

Foram utilizados no experimento 27 peixes da espécie pacama (Lophiosilurus alexandri), com
peso entre 400 e 500 gramas, criados em tanques de recirculagdo no Laboratério de Aquacultura
da UFMG (figura 3).
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Figura 3: Tanques de recirculagdo do LAQUA. Fonte: Arquivo pessoal.

Os peixes foram retirados do tanque com pucé e colocados em baldes com agua do préprio tanque,
e esses recipientes foram parcialmente tampados com o intuito de diminuir o estresse dos peixes.
Em seguida, os animais foram encaminhados para o Laboratério de Processamento, localizado no
proprio LAQUA, para a realizagdo da eutanasia. A realizacdo do experimento foi aprovada pela
Comisséo de Etica no Uso de Animais — CEUA-UFMG (protocolo CEUA n° 282/ 2017) (anexo
1).

Para isso, cada peixe foi retirado individualmente, novamente usando o pucé, sendo contido com
uma toalha para a realizagdo da concussédo (atordoamento) com martelo na depresséo localizada
entre os olhos do pacama e, em seguida, foi realizada a decapitacdo com uma faca afiada (Brasil,
2013).

As visceras foram eliminadas, manualmente, utilizando de um corte na regido abdominal, desde
a cauda até a cabeca, onde esta também foi removida com um corte em forma de “V”
(aproveitamento da porcdo muscular). Os peixes foram, entdo, lavados com agua destilada, para

28



retirada de vestigios de sangue e visceras, e, posteriormente, filetados (figura 4) e pesados. Cada
peixe foi armazenado em saco plastico estéril, etiquetado e refrigerado sob temperatura de 6°+1°C
até a realizacdo dos tratamentos, que foi no mesmo dia.

e

Figura 4: Filés de pacama. Fonte: Arquivo pessoal.

4.2 Tratamentos

Os trés tratamentos realizados foram o controle (0% de acido citrico), 2% de &cido citrico e 5%
de &cido citrico. Em um saco plastico estéril foi adicionado o filé do peixe e acrescida a solugédo
de 4cido citrico (Acido citrico Anidro Para Analise — American Chemical Society, Synth —
Diadema, S&o Paulo, Brasil), previamente preparada com &gua estéril destilada. A mistura foi
homogeneizada sob agitacao no “Stomacher” por 10 minutos (adaptado de Forrester et al, 2002).
Ap0s isso, as amostras ficaram armazenadas por 2 horas.
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4.3 Andlises microbioldgicas

As analises microbioldgicas foram realizadas no Laboratério de Microbiologia do Departamento
de Tecnologia e Inspecdo de Produtos de Origem Animal da Escola de Veterinaria da UFMG.

Todas as amostras de filé de pacamd foram pesadas e 25g foram transferidas para recipientes
contendo 225 mL de solugéo salina peptonada 0,1%, correspondendo a diluicdo 10™. O material
foi homogeneizado por aproximadamente 60 segundos em “Stomacher”.

4.3.1 Pesquisa de micro-organismos mesofilos aerdbios

A partir das diluicdes preparadas até 102 1mL de cada uma foi utilizado para indculo em agar
PCA (Acumedia, Baltimore, Estados Unidos), utilizando a técnica pour-plate. As placas foram
incubadas a 36 = 1°C por 48 horas. Em seguida, foi feita a contagem das unidades formadoras de
coldnia (UFC) e o resultado foi multiplicado pelo inverso da diluicdo. Entdo, foram obtidas as
médias dos resultados de cada amostra, considerando as diferentes dilui¢cBes, sendo os resultados
expressos em UFC/g (Morton, 2001).

4.3.2 Pesquisa de micro-organismos psicrotroficos aerdbios

A partir das diluicbes preparadas até 10, 1mL de cada uma foi utilizado para inoculo em agar
PCA (Acumedia, Baltimore, Estados Unidos), utilizando a técnica pour-plate. As placas foram
incubadas a 7° £ 1°C por 7 a 10 dias. Em seguida, foi feita a contagem das unidades formadoras
de coldnia (UFC) e o resultado foi multiplicado pelo inverso da diluicdo. Entdo, foram obtidas as
médias dos resultados de cada amostra, considerando as diferentes dilui¢cdes, sendo os resultados
expressos em UFC/g (Brasil, 1993).

4.3.3 Pesquisa de micro-organismos psicrotroficos proteoliticos aerobios

A partir das diluicbes preparadas até 10, 1mL de cada uma foi utilizado para inéculo em agar
PCA (Acumedia, Baltimore, Estados Unidos), adicionado de leite em pd desnatado, reconstiuido
a 10% (m/v) e esterilizado, utilizando a técnica pour-plate. Em seguida, as placas foram incubadas
a 7°+ 1°C por 7 a 10 dias. Para leitura das placas, foi adicionado acido acético 10% por 1 minuto
e, em seguida, foi feita a contagem das unidades formadoras de colénia (UFC), considerando
apenas aquelas que apresentaram um halo transparente, e o resultado foi multiplicado pelo inverso
da diluicdo. Entdo, foram obtidas as médias dos resultados de cada amostra, considerando as
diferentes diluigdes, sendo os resultados expressos em UFC/g (Brasil, 1993).

4.3.4 Pesquisa de micro-organismos psicrotroficos lipoliticos aerdbios

A partir das diluigbes preparadas ate 1073, 1mL de cada uma foi utilizado para indculo em agar
Tributirina (Himedia, Mumbai, India), adicionado de 1% (v/v) de azeite de oliva extra virgem,
utilizando a técnica pour-plate. Em seguida, as placas foram incubadas a 7° £ 1°C por 7 a 10 dias.
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Para leitura das placas, foi adicionado &cido acético 10% por 1 minuto e, em seguida, foi feita a
contagem das unidades formadoras de colénia (UFC), considerando apenas aquelas que
apresentaram um halo transparente, e o resultado foi multiplicado pelo inverso da dilui¢do. Entéo,
foram obtidas as médias dos resultados de cada amostra, considerando as diferentes dilui¢des,
sendo os resultados expressos em UFC/g (Brasil, 1993).

4.3.5 Pesquisa de NMP de coliformes totais e termotolerantes

Para a prova presuntiva de coliformes totais foi inoculado 1 mL da diluigo inicial até 10, cada
diluicao foi em séries de trés tubos de caldo lauril sulfato de s6dio (Himedia, Mumbai, india) e
em seguida, os tubos foram incubados a 36 + 1°C por 24 a 48 horas. Foi considerado positivo o
tubo com formac&o de gas nos tubos de Durhan ou efervescéncia quando agitado gentilmente.

Para a prova confirmativa de coliformes totais foi necessario transferir aliquotas de cada tubo
positivo de caldo lauril sulfato de s6dio obtido na prova presuntiva para tubos contendo caldo
verde brilhante bile 2% lactose (Himedia, Mumbai, india). Os tubos foram incubados a 36 + 1°C
por 24 a 48 horas. Foi considerado positivo o tubo que indicou formacdo de gas nos tubos de
Durhan ou efervescéncia quando agitado gentilmente. E, para a prova de coliformes
termotolerantes, foi necessario transferir aliquotas de cada tubo positivo de caldo lauril sulfato de
sodio, obtido na prova presuntiva, para tubos contendo caldo Escherichia coli (EC) (Himedia,
Mumbai, india). Entdo, os tubos foram incubados a 45 + 0,2°C, por 24 a 48 horas em banho-maria
com circulagdo de agua. O resultado foi expresso em ndmero mais provavel (NMP) a partir da
combinacao de nimeros correspondentes aos tubos que apresentaram resultado positivo em cada
um dos testes confirmativos, utilizando a tabela de McCrady (Hitchins et al, 2001).

4.4 Analises de composi¢cao quimica e pH

As analises fisico-quimicas foram realizadas no Laboratério de Fisico-Quimica do Departamento
de Tecnologia e Inspecdo de Produtos de Origem Animal, com excecdo da andlise de lipideos,
que foi realizada no Laboratorio de Nutricdo do Departamento de Zootechia da Escola de
Veterinaria da UFMG.

4.4.1 Lipideos

Foram pesados 5g da amostra de filé de pacama que foram colocados na estufa a 105°C durante
2 horas. Em seguida, a amostra foi transferida para um cartucho de extracdo com auxilio de um
bastdo de vidro e uma porcéo de algodao desengordurado. Entéo, a amostra foi coberta e colocada
no extrator de Soxhlet acoplado ao baldo e, logo apés a fragdo lipidica foi extraida com um
solvente por um periodo de 8 horas. O baldo foi desacoplado do extrator e o cartucho retirado
com a amostra e, assim, foi recuperado o solvente. Em seguida, foi colocado o solvente em banho-
maria a 65°C, que secou na estufa a 105°C por 1 hora. Entéo, o material foi esfriado em dessecador
e pesado e essa operacao foi repetida até o peso se tornar constante. As anélises foram feitas em
triplicata (Brasil, 2011).

31



4.4.2 Proteina

Foi pesado 1g da amostra de filé de pacamd, que foi transferida para um tubo de Kjeldahl e, em
seguida, foi adicionado 5g de mistura catalitica e 20 mL de &cido sulfurico. Entdo, essa mistura
foi aquecida em bloco digestor por 1 hora, mantendo a temperatura de 100°C e elevando a
temperatura gradativamente até atingir entre 400 e 410°C, quando, entdo, o liquido se tornou
limpido e transparente, de tonalidade azul-esverdeada. A amostra foi retirada do aquecimento, na
qual se adicionou 50 mL de &gua e, em seguida, se acoplou ao destilador um erlenmeyer contendo
25 mL de solucdo de &cido borico a 4% com cinco ou cinco gotas de solucdo de indicador misto.
O tubo de Kjeldahl contendo a amostra digerida foi adaptado ao destilador e foi adicionado a
solucdo de hidroxido de sodio a 50% até que a mesma se tornou negra (cerca de 40 mL). Entdo,
se procedeu a destilacdo por tempo suficiente para que toda a amonia fosse destilada. A solucao
receptora foi mantida fria durante a destilacdo e, em seguida, titulada com solucdo de acido
sulfdrico 0,05 mol/L até a viragem do indicador. A proteina total foi obtida pela multiplicacdo da
% de nitrogénio total por 6,38. As analises foram feitas em triplicata (AOAC, 2010).

4.4.3 Mineral fixo

Primeiramente, se aqueceu o cadinho de porcelana em forno mufla entre 530 e 550°C durante 30
minutos. Depois, o cadinho foi esfriado em dessecador e pesado. Em seguida, foram pesados 29
da amostra de filé de pacama homogeneizada e esse conjunto foi levado ao forno mufla entre
530°C e 550°C até a carbonizacdo completa e se obtivessem cinzas claras (cerca de 4 horas).
Quando ndo houve o clareamento das cinzas, foram adicionadas 2 a 3 gotas de 4gua. O material
foi seco em estufa a 105°C + 2°C e levado ao forno mufla até clareamento das cinzas. O conjunto
foi esfriado em dessecador e pesado. As analises foram feitas em triplicata (Brasil, 2011).

4.4.4 Umidade
Primeiramente, foi colocado o cadinho em estufa a 105°C durante 1 hora e, em seguida, foi
esfriado em dessecador e pesado. Apds isso, foram pesados 5g da amostra de filé de pacama
homogeneizada e levado a estufa por 3 horas, esfriado em dessecador e pesado. Em seguida, 0
conjunto foi levado a estufa por mais 1 hora, esfriado em dessecador e pesado hovamente. Essa
operacado foi repetida até que se obteve massa constante. As andlises serdo feitas em triplicatas
(Brasil, 2011).

4.4.5 pH

Apos a realizacdo dos tratamentos foram determinados os valores de pH em triplicata para cada
peixe, sendo utilizado o dorso do filé. O equipamento utilizado foi um pHmetro de bancada, no
gual a amostra é dissolvida em agua (Brasil, 2011). O modelo do pHmetro foi 0 Microprocessor
Ph Meter, Hanna Instruments, Woonsocket, Rhode Island, EUA.

4.5 Analise sensorial

A analise sensorial para deteccdo de off-flavor foi realizada por um painel de juizes treinados
(CAAE de n°0144.0.203.000-11), como foi descrito na metodologia para Avaliagcdes Sensoriais
Gerais de Comidas, da ISO 13301 (International Organization For Standardization, 2002).
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Entdo, a analise sensorial (CAAE de n° 77748417.0.0000.5149) (anexo 2) dos filés de pacama
aconteceu no Laboratério de Analise Sensorial do Departamento de Tecnologia e Inspecdo de
Produtos de Origem Animal da UFMG.

Foram utilizados oito juizes treinados (Pedrero e Pangborn, 1989; Anzaldaua-Morales, 1994) para
a realizagdo do teste de comparacdo multipla. Eles ficaram em cabines individuais, e cada um
provou e analisou seis blocos de peixes, cada um com trés amostras (uma de cada tratamento)
para serem comparadas com o padrao (off-flavor), totalizando 24 amostras analisadas por juiz. As
amostras de filé de pacama foram cozidas no vapor sem adi¢do de tempero e o padrdo do tamanho
da amostra foi de 2 cm3. Os juizes receberam um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE) (anexo 3) e também um questionario com uma escala hed6nica com as notas 1 (nenhuma
diferencga do padrdo), 2 (regular diferenca do padrdo) e 3 (extrema diferenca do padrdo), opcao de
agradavel/ desagradavel e espacgo para observacoes (anexo 4).

4.6 Delineamento experimental

O delineamento das analises fisico-quimicas e microbioldgicas foi inteiramente ao acaso, no qual
cada um dos trés tratamentos teve sete repeticdes (filés de pacamd) e o nimero amostral foi de 21
unidades experimentais. O delineamento da analise sensorial foi em blocos ao acaso, no qual o
filé de pacama foi o bloco (seis), sendo que todos eles foram submetidos aos trés tratamentos,
totalizando o nimero amostral de 18. Essa estratégia foi utilizada uma vez que ndo teriamos
material suficiente para fazer todas as analises com apenas um delineamento, além desse ultimo
método diminuir o erro experimental (Sampaio, 2002).

4.7 Analise estatistica de dados

Para as analises fisico-quimicas e microbiol6gicas foi avaliado se as distribuicdes das respostas
eram normais, utilizando o teste de homocedastidade (Shapiro Wilk) e de normalidade (Barttlet).
Todas as respostas das analises fisico-quimicas se comportaram como variaveis com distribuicao
normal e, desta forma, tiveram suas médias comparadas por analise de variancia, em modelo
estatistico inteiramente ao acaso, utilizando teste de Tukey, a um nivel de significincia (o) de
0,05. Todas as andlises microbiolégicas ndo apresentaram distribuicdo  normal,
consequentemente, seus resultados foram submetidos a transformacéo logaritmica (dados +1)
para serem comparados pelo teste T, também a um nivel de significancia (a) de 0,05. Para a
analise sensorial, as respostas foram submetidas ao teste ndo paramétrico de Friedman com
significancia (a) de 0,05 (Sampaio, 2002). O programa de estatistica usado foi o Statistical
Analysis System (SAS), Cary, Carolina do Norte, EUA, versdo 9.0, 2004.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Anélises microbioldgicas
5.1.1 Coliformes totais e termotolerantes

As anélises para coliformes totais dos trés tratamentos, utilizando o caldo lauril sulfato e sendo
confirmado com o caldo verde brilhante, indicaram resultado < 3,0 NMP/g, que é o menor valor
que pode ser encontrado nessa técnica. Para analise de coliformes termotolerantes, no qual, se
usou o caldo EC, também foram obtidos valores < 3,0 NMP/g. Devido a todos os valores terem
sido iguais, ndo se realizou analise estatistica dos dados. Apenas trés tubos do caldo lauril, na
diluicdo 10*, apresentaram resultado que indicou a necessidade de realizacio das provas
confirmativas com caldo verde brilhante e EC. No entanto, ndo houve turvagdo dos meios ou
formacéo de gas na confirmagao.

Esses resultados demonstraram a seguranca sanitaria do sistema de recirculacdo de agua adotado
no LAQUA para producdo de pacamas. Em relacdo as etapas de abate e processamento, percebeu-
se que essas foram realizadas baseando-se em normas de Boas Préaticas de Fabricacdo (BPF).
Todos esses procedimentos foram adotados a fim de garantir a qualidade higiénico-sanitaria e a
conformidade dos alimentos com a legislacdo sanitaria. Na Resolucdo-RDC n° 12/01 da ANVISA
(Brasil, 2001), que normatiza os limites microbioldgicos aceitaveis para inspecao sanitaria de
pescado fresco e refrigerado, ndo ha especificacdo de padrdes para coliformes totais; porém, para
coliformes termotolerantes, o limite estabelecido é de 102 UFC/g. Esse ultimo grupo de
microrganismos € de grande importancia, pois sdo indicadores de contaminantes que podem ser
altamente patogénicos, como algumas linhagens de E. coli (Cunha e Silva, 2006).

Esses microrganismos sdo importantes indicadores higiénico-sanitarios e a presenca deles em
alimentos indica inadequada produ¢do, manipulacdo ou armazenamento dos alimentos (Franco e
Landgraf, 2008). Devido ao crescimento de a¢des poluidoras e contaminadoras do ambiente, o
reuso da agua em sistemas de recirculacdo se torna preocupante, pois pode ser veiculo de
contaminacao do pescado por microrganismos possivelmente patogénicos para o ser humano. Por
isso, e visando a sanidade desse sistema, esses compreendem filtros fisicos e bioldgicos para
evitarem a contaminacao da 4gua e, consequentemente, dos peixes (Koneman et al., 2001; Padua,
2003).

Mas, diferentemente desses resultados, hd muitos relatos de contaminagdo em filés de peixe por
coliformes totais ou termotolerantes na literatura. Vieira et al. (2000) analisaram 60 amostras de
filés de peixes de tilapias coletados ao longo da cadeia de processamento de um frigorifico na
Paraiba e os valores encontrados de coliformes totais variavam de 3,0 a 2400 NMP/g. Costa,
Vieira e Albuquerque (2009), ao isolarem 50 culturas positivas para coliformes em amostras de
tilapias, identificaram 74% como E. coli, confirmando a contaminacdo por material fecal. Em
2012, ao analisarem filés de peixe-serra (Scomberomerus brasiliensis) conservados no gelo,
48,33% das amostras tiverem seus resultados para coliformes totais entre 3 e 1100 NMP/g. E
valido ressaltar que o gelo utilizado na conservacdo do pescado deve ser produzido a partir de
agua potavel e possuir boa procedéncia, pois apesar de o gelo ndo ser um meio 6timo para o
crescimento bacteriano, sabe-se que ele pode ser uma fonte de contaminagdo (Ferreira et al.,
2014).
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Outra grande preocupacao relacionada a presenca de coliformes em carne de pescado é o aumento
de consumo de peixe cru e a alta manipulacdo desses, podendo ser um grave problema de satde
publica. Santos et al. (2012) encontraram 80% das amostras de sushi fora do padrédo exigido para
coliformes termotolerantes, em Aracaju, Sergipe. Resultados semelhantes foram observados em
Macéio, Alagoas, pois Pereira (2008) identificou a presenca de coliformes termotolerantes em
90% das 30 amostras de sushi analisadas, indicando condi¢des higiénico-sanitarias insatisfatdrias.
Em outros paises, Taiwan (Fang et al., 2003) e Alemanha (Atanassova, Reich e Klein, 2008),
também foram demonstrados problemas com contaminagdo de coliformes termotolerantes em
sushis frescos.

5.1.2 Microrganismos aerobios mesdéfilos, psicrotroficos, psicrotroficos
lipoliticos e psicrotréficos proteoliticos

A tabela 2 apresenta os resultados das analises microbioldgicas da carne de pacama submetida
aos trés tratamentos com e sem &cido citrico.

Tabela 2: Valores minimos e maximos e medianas das contagens de microrganismos em filés de
pacamad tratados com 0%, 2% e 5% de &cido citrico

Parametro Tratamentos
microbiolégico
0% de é&cido citrico 2% de &cido citrico 5% de &cido citrico

Minimo Méaximo Mediana Minimo Maximo Mediana Minimo Maximo Mediana

Mesoéfilos 3,0x102  7,3x10> 4,1x10% 0 1,4x102 9,0x10%a 0 3,0x10°  2,0x10%
(UFClg)

Psicrotroficos 4,6x102 3,0x103 3,6x10%b 3,0x10° 6,9x10t 2,7X10%a 0 5,6x10t 2,1x10%a
(UFC/g)

Psicrotréficos 1,2x102 5,4x102 3,6x10% 3,0x10° 8,5x10* 2,1x10%a  3x10° 4,3x10* 3,3x10%a
lipoliticos
(UFC/g)

Psicrotroficos 4,4x102 8,5x102 5,7x10% 0 3,3x10t  3,0X10% 0 3,6x10t 1,0x10%ta
proteoliticos
(UFClg)

Medianas seguidas por letras distintas ha mesma linha se diferem pelo Teste T (p< 0,05).

Os resultados demonstraram que a contagem microbiana das amostras do tratamento controle (0%
de &cido citrico) foi significativamente maior ao ser comparada com os valores registrados nas
amostras dos tratamentos com 2% e 5% de acido citrico, que foram iguais entre si. Isso evidenciou
gue o acido citrico teve um papel supressor no crescimento de microrganismos aerébios
mesofilos, psicrotréficos, psicrotréficos lipoliticos e psicrotréficos proteoliticos.
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Sabe-se que o pH é um fator intrinseco que modula o crescimento bacteriano. Ao acidificar o
meio, tratamentos com 2 e 5% de &cido citrico, o valor desse parametro foi reduzido. O pH 6timo
para o crescimento da maioria das bactérias é entre 6,5 e 7,5, devendo-se levar em consideragdo
que bactérias deteriorantes e patogénicas possuem uma faixa mais estreita. Devido a diminuicdo
do pH do meio, ocorrem mudancas metabdlicas nos microrganismos envolvidos, como maior
gasto de energia para manter o pH intracelular, desnaturacdo de proteinas, alteracdo de enzimas
responsaveis por atividades vitais da célula, e tudo isso corrobora para uma menor velocidade de
crescimento microbiano (Forsythe, 2013).

Como um dos resultados desse experimento, teve-se que o acido citrico foi um fator
antimicrobiano. Ha varios métodos sendo utilizados com o objetivo de reduzir a carga microbiana
do pescado. Eles podem ter principios quimicos ou fisicos, tais como: cloro, ultrassom e 0zénio
(Oliveira et al., 2008). Nesse contexto, Campos et al. (2005) investigaram a eficiéncia do
armazenamento de sardinha (Sardina pilchardus) por meio do uso de gelo fluido ozonizado, de
gelo fluido e de gelo em escamas. Como resultado, os autores observaram que as sardinhas
armazenadas em gelo fluido ozonizado apresentaram uma contagem mais baixa de micro-
organismos aerobios mesofilos e psicrotroficos, anaerébios, coliformes, microrganismos
lipoliticos e proteoliticos no musculo da sardinha, assim como, na contagem superficial de
mesofilos e psicrotroficos na pele da mesma, quando comparados com outros tratamentos.
Campos et al. (2006) investigaram a eficiéncia do 0z6nio no armazenamento do linguado (Psetta
maxima) e observaram que a redugéo da carga microbiana causada pela a¢do do 0zdnio dobrou a
vida de prateleira do pescado.

Tomita et al. (2015) estudaram a eficacia do 0z6nio na dgua de processamento da pescada goeta
(Cynoscion jamaicensis) e demonstraram reducdo de microrganismos meséfilos apds a lavagem
com agua ozonizada a 2 ppm. Blogoslawski e Stewart (2011) estudaram a conservacdo do salméo
(Salmo salar) em agua do mar ozonizada. O salmdo que foi conservado em gelo comum
apresentou sinais de degradacdo no quarto dia, em contraposi¢cdo, o salmao preservado no gelo
ozonizado manteve-se fresco durante oito dias.

Todas as contagens realizadas nas analises microbioldgicas foram baixas, inclusive no tratamento
controle, sendo a maior contagem 7,3x10? UFC/g para mesofilos no tratamento de 0% de &cido
citrico. A International Commission on Microbiological Specifications for Foods (ICMSF)
recomenda que as populac6es de microrganismos mesofilos e psicrotroficos em peixes destinados
a0 consumo humano ndo devem ser superiores a 10’ UFC/g, sendo que em contagens até 10°
UFC/g, as amostras sdo consideradas de boa qualidade e de 10° UFC/g, como de qualidade
aceitavel (ICMSF, 1986). Portanto, a qualidade microbioldgica dos filés frescos de pacama seria
classificada como em 6timo estado para o consumo. Apesar de a legislagdo brasileira (Brasil,
2001) ndo possuir padrdes para inspecdo de carne de pescado, no que se refere a limites de
contagens de micro-organismos aerdbios mesofilos e psicrotroficos, tais analises foram realizadas
para avaliar a agdo do &cido citrico sobre as mesmas.

Os resultados desse trabalho vao de encontro aos achados da maioria dos estudos microbioldgicos
realizados com pescado fresco, refrigerado e congelado, e isso se deve ao fato de esses alimentos
se deteriorarem muito rapido devido a suas caracteristicas intrinsecas e também por possuirem
pele, branquias e intestino, que sdo fontes de contaminacéo, tdo proximas aos filés. Desse modo,
Soares et al. (2011) analisaram 50 amostras de filés de peixes comercializados em uma cidade de
Sé&o Paulo e os resultados maximos obtidos para contagem de microrganismos aerdbios mesofilos
e psicrotroficos foram, respectivamente, 1x10° UFC/g e 1,2x10° UFC/g. Na analise de filé de
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tilapia, ao longo do processamento, a contagem de psicrotroficos variou de 4,3x10° UFC/g para
o filé apos a retirada da pele a 2,6x10” UFC/g para o filé embalado (Bartolomeu et al., 2011).

Os resultados das contagens de micro-organismos aerdbios psicrotroficos lipoliticos e
proteoliticos foram muito baixos e sabe-se que contagens altas desses microrganismos
deteriorantes afetam a vida de prateleira do pescado, principalmente, por realizarem atividades
proteoliticas e lipoliticas, e pela capacidade de crescimento e multiplicacdo em temperaturas de
refrigeracdo (Lanzarin et al., 2011). A microbiota psicrotrofica do pescado é representada
principalmente por Pseudomonas spp., Alteromonas spp., Shewanella putrefasciens,
Acinetobacter spp. e Moraxella spp. (Forsythe, 2013).

Peixoto et al (2013) isolaram Pseudomonas aeruginosa da curimba, um peixe presente em varios
rios brasileiros e, além disso, foi realizado o antibiograma pelo método disco-difuséo e verificou-
Se gque essa amostra era resistente a duas das oito drogas testadas. Boulares et al. (2013) isolaram
bactérias psicrotréficas, Gram-negativo, em 80 amostras de 12 frutos do mar. As bactérias mais
isoladas foram: Pseudomonas fluorescens, Aeromonas hydrophila, Pseudomonas putida e
Photobacterium damselae. Foram testadas as atividades lipoliticas e proteoliticas desses
microrgnismos e essas tiveram altas taxas, demonstrando o poder de deterioracdo dessas bactérias.

5.2 Composi¢ao quimica e pH

A tabela 3 apresenta os resultados das anélises de composicao quimica e pH da carne de pacama
submetida aos trés tratamentos com e sem &cido citrico.

Tabela 3. Médias, desvios-padrdo (DP), e coeficientes de variacdo (CV) de analises fisico-
quimicas de filés de pacama in natura tratados com 0%, 2% e 5% de &cido citrico

Parametro Tratamentos
fisico-
quimico 0% de &cido citrico 2% de &cido citrico 5% de &cido citrico
Médiax DP Ccv Médiax DP CcVv Médiax DP cv
Proteina 16,07+0,67 41 16,62+1,14 6,83 16,89+1,35 7,99
(%)
Gordura 1,82+0,43 17,9 1,51+0,38 15,8 1,99+0,27 11,23
(%)
Mineral fixo  1,34+0,17 13,04 1,30£0,30 22,91 1,50+0,35 23,49
(%)
Umidade 79,77+0,82 1,0 80,25+0,76 0,94 79,74+0,35 0,43
(%)
pH 6,50+0,07c 1,09 5,28+0,15b 2,81 4,54+0,09a 1,97

Médias seguidas por letras distintas na mesma linha se diferem pelo Teste de Tuckey (p< 0,05).
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Pode-se perceber que a a¢do do &cido citrico ndo interferiu na composi¢do quimica dos filés de
pacamd, uma vez que ndo houve diferenca estatistica entre os tratamentos. Em relacdo ao pH,
houve diferenga entre todos os tratamentos, uma vez que a concentragao de acido citrico aumentou
e acidificou o meio devido a liberacdo de H*, reduzindo o pH.

O pH do peixe vivo situa-se entre 7,0 e 7,2. Apds a morte, o glicogénio é convertido em &cido
latico que, ao se acumular no masculo, reduz o pH para 6,2 a 6,5 no peixe recém abatido. Em
relagdo ao pH da carne de pacama, a média encontrada no grupo controle foi de 6,5, com desvio-
padréo e um coeficiente de variacdo muito baixos, demonstrando que as respostas variaram pouco
entre si. Esse valor pode ser justificado pelo fato de que os peixes foram criados em tanques de
recirculacdo, o que permitiu uma rapida captura, ndo havendo grande esforgo. Portanto, as
reservas de glicogénio foram preservadas (Soares e Gongalves, 2012).

Hernandez et al. (2009) observaram valores de pH entre 6,44 e 6,71 para corvina (Argyrosomus
regius) estocadas em gelo. Odoli (2009) encontrou valores entre 6,5 e 6,7 em tilapias do Nilo
conservadas a 1°C. Pela nova legislacdo vigente (Brasil, 2017), o Regulamento de Inspecdo
Industrial Sanitaria de Produtos de Origem Animal (RIISPOA), todos esses valores obtidos estao
de acordo com a nova norma, ou seja, inferior a 7. Siqueira (2001), em estudos desenvolvidos
também em tilapia, observou que desde o primeiro dia de estocagem os valores médios de pH
encontravam-se fora dos limites.

H& poucos relatos na literatura sobre a composicao quimica do filé de pacama. lwamoto (2015)
descreveu a composicdo do peixe nativo e do peixe criado em cativeiro. Os valores medios
relatados pelo autor, de teores percentuais de proteina, gordura, mineral fixo e umidade foram
respectivamente 17,18%, 1,40%, 1,02% e 80,64%, para carnes de peixes de cativeiro. Valores
proximos foram encontrados no presente estudo (tabela 3). Essa mesma autora descreveu o perfil
de &cidos graxos desse peixe, demonstrando que aqueles gue estdo presentes em maior quantidade
sdo o0 acido palmitico (C16:0) e acido oléico (C18:1). Ramos Filho et al. (2008) também
observaram que esses dois acidos graxos foram os mais encontrados em carne de peixes nativos
brasileiros, tais como o pintado (Pseudoplatystoma coruscans), cachara (Pseudoplatystoma
fasciatum), pacu (Piaractus mesopotamicus) e dourado (Salminus maxillosus).

A composicdo quimica da carne da tilapia, peixe de aquicultura de 4gua doce mais popular no
Brasil, se assemelha com os resultados encontrados para pacama. Yanar, Celic e Akamca (2006)
encontraram valores de 76,87% de umidade, 18,23% de proteina, 1,09% de mineral fixo e 2,64%
de lipideos. Simdes et al. (2007) encontraram valores similares a esses também em tilapias.

Em relagdo a composicdo quimica da carne de outras espécies de peixes nativos brasileiros, pode-
se citar a piramutaba (Branchyplatystoma vaillant), endémica nos rios Amazonas e Para, que tem
80,30% de umidade, 18,47% de proteina, 1,01% de cinzas e 0,43% de lipideos. Outros exemplos
sdo a dourada (Sparus aurata) e a gurijuba (Arius luniscutis), também presente nesses rios, que
possuem valores semelhantes aqueles verificados na carne da piramutaba (Bentes et al., 2009).
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5.3 Analise Sensorial

Apo6s analise de dados das respostas dos juizes nos questionarios, obtiveram-se os resultados da
analise sensorial dos filés de pacama, cozidos no vapor, apds passarem pelos trés tratamentos
(tabela 4).

Tabela 4. Valores minimos e maximos e medianas das notas atribuidas pelos provadores na
analise sensorial de filés de pacama, tratados com 0%, 2% e 5% de &cido citrico

Tratamento Minimo Maximo Mediana
0% de acido citrico 1 2 la
2% de 4cido citrico 1 3 2b
5% de acido citrico 2 3 3c

Medianas seguidas por letras distintas na mesma coluna se diferem pelo Teste de Friedman (p<
0,05).

Dessa forma, pode-se observar que houve diferenca estatistica entre os trés tratamentos, no qual
o controle (0% de acido citrico) teve como mediana a nota 1 (nenhuma diferenca do padrao), o
tratamento com 2% de acido citrico teve a nota 2 (regular diferenca do padrdo) como mediana e
o0 tratamento com 5% de acido citrico obteve nota mediana 3 (extrema diferenca do padrao). Essa
andlise foi feita em blocos ao acaso, pois uma vez que 0 mesmo filé de peixe foi submetido aos
trés tratamentos e provado pelo mesmo juiz, se diminui o erro experimental.

No questionario que os provadores receberam era possivel destacar se a diferenca entre o padréo
era agradavel ou desagradavel. No tratamento com 5% de &cido citrico, todos os juizes marcaram
que a diferenca era agradavel. Era esperado também que os provadores realizassem observacgdes
que achassem pertinentes e quatro dos oito desses escreveram que as amostras do tratamento
controle estavam com gosto ¢ odor muito forte de “barro”, demonstrando como a auséncia do
acido citrico manteve a amostra com altas concentracdes de GEO e MIB. Nenhum dos provadores
relatou sentir gosto de &cido citrico e isso, provavelmente, se deve ao fato de o paladar humano
ja estar adaptado a essa substancia, além de os tratamentos terem sido realizados com baixas
concentracdes. O alimento com a presenca mais forte dessa substancia e que é consumido em
maior quantidade € o limdo. Brighenti et al. (2011) relataram que dentre os lim&es comerciais no
Brasil, a concentracédo de &cido citrico variou de 5,40% a 8,73%.

Nesse experimento, o efeito de apresentagdo foi levado em consideracdo para melhorar a
capacidade de deteccdo na diferenca de sabor, uma vez que as amostras foram apresentadas fora
da ordem dos tratamentos e com nimeros aleatorios.

Nesse contexto, o fato de os provadores observarem uma grande diferenca das amostras dos
tratamentos com &cido citrico a 2% e 5% em relacdo ao padréo se deve a circunstancia de que
esse acido produz uma reagdo organica de eliminacédo, que € a desidratacdo dos alcoois terciarios
presentes na estrutura da GEO e do MIB, alterando a férmula quimica desses, uma vez que perdem
seu grupo hidroxila. Esses tipos de reagdes originam dois compostos, um organico e a dgua, que
é inorganico (Forrester et al, 2002). O experimento sensorial foi baseado nas pesquisas dos
ultimos autores citados e as diferengas entre um e outro é que esses optaram pelas concentragdes
de &cido citrico de 0%, 0,5% e 2%, uma vez que eles utilizaram vacuo ao realizarem os
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tratamentos, o0 que intensifica a acdo do &cido citrico nos filés de peixe. Além disso, 0 outro
experimento foi realizado com catfish, que é um tipo de bagre, assim como o pacama.

Brown et al. (2012) relataram que, ao submeterem filés de catfish a uma mudanca de pH, ocorreu
areducdo das substancias que causam off-flavor nos peixes. Essa mudanca foi realizada com acido
fosforco (HsPO.) para que o pH fosse reduzido até 2,5. Como resultado, ap6s a analise sensorial,
se percebeu que esse método melhorou a aceitabilidade do produto que perderia mercado por estar
com gosto e aroma fortes de GEO e MIB.

Recentemente, Liu et al. (2016) executaram, na China, varios tratamentos quimicos em filés de
catfish para reduzir o off-flavor. Foram realizadas analise sensorial e espectrometria de massa, e
como resultado, a combinagdo de polifendis de chas (obtidos em uma empresa de aditivos
alimentares, com pureza de 85%) e acido acético (CH;COOH) reduziram mais significativamente
as concentragdes de GEO e MIB. Um dos outros tratamentos foi a associagdo de &cido citrico
com os polifendis de chas, que também ocasionaram uma reducdo do GEO e MIB, mas o
tratamento mencionado primeiramente teve um melhor desempenho. Os autores explicam que a
reducdo do off-flavor nesse experimento também é dada pela desidratacdo dos alcoois terciarios
por essas substancias.
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6. CONCLUSAO

Os resultados obtidos no presente estudo demonstraram que a a¢do do &cido citrico é eficaz na
reducdo da percepgdo sensorial de off-flavor em filés de pacama. Essa substancia nao interferiu

na composic¢do quimica dos filés de peixe, mas influenciou de maneira benéfica na reducéo da
carga microbiana dos mesmos.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Devido a presenca de um mercado consumidor cada vez mais exigente, o off-flavor é responsavel
por grandes perdas econémicas na cadeia de producdo de peixes de agua doce em todo mundo.
Esse trabalho corroborou com uma técnica que reduz os gostos desagradaveis em filés de pacama
analisado pelo método da analise sensorial. Seriam necessarios estudos complementares para que
se possa quantificar as reducdes dos valores de GEO e de MIB.

O é&cido citrico se mostrou muito eficiente na diminuicdo da carga microbiana dos filés, podendo
prolongar a vida de prateleira desse peixe devido a menor taxa de deterioragdo. Um proximo
trabalho com objetivo de avaliar a interferéncia desse acido em filés de peixes refrigerados e
congelados ao longo do tempo poderia trazer melhores respostas sobre a acdo dessa substancia na
microbiota do pacama.
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9. ANEXOS

Anexo 1: Certificado de Aprovaco na Comissdo de Etica no Uso de Animais

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

CEUA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado "Acdo do acido citrico na reducao do off-flavor post mortem de filés de pacama
(Lophiosilurus alexandri)", protocolo do CEUA: 282/2017 sob a responsabilidade de Lilian Viana Teixeira que envolve
a producdo, manutencdo efou utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o
homem) para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8
de outubro de 2008, do Decreto n® 6.899 de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional
de Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE
ANIMAIS (CEUA) DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS, em reunido de 24/10/2017.

Vigéncia da Autorizacdo 23/M10/2017 a 22/10/2022

Finalidade

Pesquisa

*Espéciel/linhagem

Peixe / pacama

N° de animais 7

Peso/ldade 400g / 1(anos)

Sexo indiferente

Origem Aquacultura do Laboratorio de Aquacultura da UFMG

*Espécie/linhagem

Peixe / pacama

N? de animais 7

Peso/ldade 400g / 1(anos)

Sexo indiferente

Origem Aquacultura do Laboratério de Aquacultura da UFMG

“Espécie/linhagem

Peixe / pacama

MN? de animais 7

Peso/ldade 400g / 1(anos)

Sexo indiferente

Origem Aquacultura do Laboratério de Aquacultura da UFMG

*Espéciel/linhagem

Peixe / pacama

N° de animais 7

Peso/ldade 400g / 1(anos)

Sexo indiferente

Origem Aquacultura do Laboratorio de Aquacultura da UFMG

Consideracdes posteriores:

24/10/2017

Aprovado na reunido do dia 23/10/2017. Validade:
23/10/2017 a 22/10/2022

Belo Horizonte, 15/12/2017.
Atenciosamente,

Sistema Solicite CEUA UFMG
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Anexo 2: Certificado de Aprovacdo no Comité de Etica em Pesquisa

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEP

Projeto: CAAE 77748417.0.0000.5149

Interessado(a): Profa. Lilian Viana Teixeira
Departamento de Tecnologia e Inspe¢ao Animal
Escola de Veterinaria - UFMG

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovou, no
dia 25 de outubro de 2017, o projeto de pesquisa intitulado “Agédo do
acido citrico na redugdo do off-flavor post mortem de filés de
pacama (Lophiosilurus alexandri)” bem como o Termmo de
Consentimento Livre e Esclarecido.

O relatorio final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um

ano apos o inicio do projeto através da Plataforma Brasil.

o Al

Profa. Dra 'th..riaﬁ Resende
Coordenadora do COEP-UFMG
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Anexo 3: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

Titulo da Pesquisa: Acdo do &cido citrico na reducdo do off-flavor post mortem de filés de
pacama (Lophiosilurus alexandri)

Nome dos Pesquisadores Envolvidos: Lilian Viana Teixeira e Sarah Antonieta de Oliveira

Verissimo

O senhor (a) esta sendo convidado (a) a participar desta pesquisa, que tem como finalidade avaliar
0 grau de diferenca de amostras de peixe pacama quando comparadas com uma amostra padrao,

utilizando uma escala sensorial de pontos.

Essa pesquisa contara com pessoas maiores de 18 anos que tenham o habito de consumir peixe,
sendo que 0 sexo e a idade ndo sdo fatores que interferem nessa pesquisa. O senhor (a) tem a

liberdade de se recusar a participar dessa pesquisa, agora ou durante a mesma.

O senhor (a) ira avaliar as amostras de peixes, feitas no vapor, produzidas nessa pesquisa por meio
de formularios proprios. A participacdo nesta pesquisa nao traz complicacdes legais, pois 0s
produtos passaram por analises microbioldgicas antes da analise sensorial que garantem a sua

seguranga ao consumir o produto, ndo havendo risco a saude do provador.

Os procedimentos adotados nesta pesquisa obedecem aos Critérios da Etica em Pesquisa com
Seres Humanos conforme Resolucdo n° 466/12 do Conselho Nacional de Sadde. Caso tenha

alergia e/ou intolerancia a produtos derivados de pescado, ndo recomendamos a sua participacao.

Todas as informacdes coletadas nesse estudo sdao confidenciais e somente 0s pesquisadores terdo
acesso aos dados e os mesmos serdo divulgados de forma conjunta, sem citar 0 nome de nenhum

participante.

Ao participar desta pesquisa, o senhor (a) ndo teréd beneficio direto, mas esperamos gue este estudo
traga informagdes importantes sobre a tecnologia e o controle de qualidade de pescado, de forma
que os pesquisadores se comprometem a divulgar o conhecimento obtido com os resultados dessa

pesquisa. O senhor (a) ndo terd nenhum tipo de despesa para participar dessa pesquisa.

Contamos com uma equipe de colaboradores especializada nesse tipo de pesquisa e esperamos
gue a sua experiéncia seja a mais confortavel e breve possivel. Garantimos que estamos fazendo

de tudo para minimizar qualquer desconforto ou inconveniéncia durante a sua participagao.

54



Apos estes esclarecimentos, solicitamos o seu consentimento de forma livre e esclarecida para

participar desta pesquisa. Portanto preencha, por favor, os itens que se seguem:

Confirmo que recebi copia deste termo de consentimento, e autorizo a execucdo do trabalho de
pesquisa e a divulgacdo dos dados obtidos neste estudo ao assinar o presente documento.

Obs: Né&o assine esse termo se ainda tiver qualquer davida a respeito do que foi explicado acima.

Consentimento Livre e Esclarecido

Tendo em vista os itens acima apresentados, eu, de forma livre e esclarecida, manifesto meu

consentimento em participar da pesquisa:

Nome do Participante da Pesquisa

Assinatura do Participante da Pesquisa

Assinatura do Pesquisador Principal: Lilian Viana Teixeira

Em caso de davidas quanto aos procedimentos envolvidos na pesquisa, sinta-se a vontade para
entrar em contato com o pesquisador principal: Lilian Viana Teixeira (lilian@vet.ufmg.br — 031
3409-2143)

Em caso de ddvidas quanto aos aspectos éticos envolvidos na pesquisa, sinta-se a vontade para
entrar em contato com o COEP: Comite de Etica em Pesquisa - Av. Antdnio Carlos, 6627 —
Unidade Administrativa Il —2° andar — Sala 2005 — Campus Pampulha — Belo Horizonte — MG —
Brasil — CEP: 31270-901 — Tel: (31) 3409-4592 - Email: coep@prpg.ufmg.br
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Anexo 4: Questionario para analise sensorial de filé de pacama

Nome:

Vocé esté recebendo 6 blocos de 4 amostras de filé de pacamd, totalizando 24 amostras. Para cada
bloco, terd uma amostra codificada como P (padrdo). Compare o sabor de cada amostra com o
padrdo e avalie segundo o0s seguintes critérios e notas:

1= nenhuma diferenca do padrédo
2= regular diferenca do padrao
3=extrema diferenca do padrédo

A frente da nota que vocé der para a amostra, por favor, indique se a diferenca observada foi
agradavel ou desagradavel. Nas observacgdes, por favor, faga algum comentario (Se necessario)
gue vocé ache que seja pertinente para o presente estudo.

Codigo da amostra Nota Agradavel Desagradavel

Bloco 1 -P1

349 () ()

153 () ()

785 () ()
Bloco 2 — P2

498 () ()

965 () ()

273 () ()
Bloco 3 — P3

475 () ()

904 () ()

378 () ()
Bloco 4 — P4

698 () ()

149 () ()

463 () ()
Bloco 5 - P5

751 () ()

404 () ()

289 () ()
Bloco 6 — P6

327 () ()

174 () ()

241 () ()

Observac0es:
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