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1. RESUMO GERAL

Questées que envolvem o bem estar dos animais na aquicultura vem
despertando grande interesse, devido a utilizacdo de técnicas de manipulagéo
que causam estresse aos animais antes da sua morte. O objetivo deste estudo
foi avaliar diferentes métodos de insensibilizagcado em tilapia do Nilo (Oreochromis
niloticus) utilizando a eletronarcose, choque térmico e anestésico como controle,
e avaliar os efeitos sobre alteracbes na qualidade da carne resfriada e
congelada. Na primeira etapa a insensibilizacao foi realizada por eletronarcose,
utilizando diferentes voltagens (200V e 100V) e tempos de exposi¢ao (20s, 40s,
60s) para verificar qual seria a melhor combinagdo de voltagem e tempo de
exposi¢cao. A maioria dos peixes permaneceu insensibilizada com os tratamentos
100V/60s e 200V/60s. Os reflexos clinicos mostraram-se ausentes nos peixes
submetidos aos tratamentos 100V/60s, 200V/40s e 200V/60s. O tratamento
100V/60s garantiu condi¢gdes de bem-estar na insensibilizagdo dos peixes e filés
menos hemorragicos. No segundo experimento, foram testados 3 métodos de
insensibilizagao: 1) eletronarcose (100V/60s), 2) choque térmico (agua e gelo) e
3) anestésico (benzocaina). Investigou-se alguns parametros de frescor do
pescado resfriado a 4°C e estocado por 25 dias. As analises foram realizadas
nos tempos amostrais 0; 0,13; 0,21; 1; 7; 14; 18; 22 e 25 dias. Os peixes do trés
métodos de insensibilizagdo testados, apresentaram entrada no estado de rigor
mortis aos 7 dias de estocagem, concomitante com redugdes dos valores de pH
muscular, pH ocular e dos niveis de ATP. Parametros como medida dielétrica,
textura instrumental, o conteudo de BNV e NNP apresentaram redugdes de seus
valores ao longo do tempo de estocagem. O valor K e a andlise sensorial dos
peixes demonstraram que a tilapia refrigerada apresentou em até 7 dias de
armazenamento, bom estado de frescor. A analise microbioldgica confirmou que
o abate e o processamento foram realizados de forma higiénica. No terceiro
experimento foram testados 3 métodos de insensibilizagdo em tilapia: 1)
eletronarcose (100V/60s), 2) choque térmico (agua e gelo) e 3) benzocaina,
seguidos de filetagem e seus filés estocados congelados a -18°C. Analises
quimicas, fisicas e microbioldgicas foram realizadas em intervalos de 0, 1, 30,
60, 90, 120, 150 e 180 dias de armazenamento. A capacidade de retencéo de
agua dos filés apresentou reducao de 22,2% aos 60 dias de estocagem para o
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choque térmico. As perdas por cozimento foram menores nos trés tratamentos
aos 90 dias de congelamento. A textura dos filés apresentou uma redugdo na
forca de compressdo ao longo do tempo. Os métodos de insensibilizagcao
testados neste estudo mostraram-se eficientes, preservando a qualidade dos
files e mantendo-os aptos para o consumo com até 180 dias de estocagem,
mantidos congelados a -18°C. A contagem dos microrganismos investigados nos
filés estava dentro dos limites permitidos pela legislagao brasileira durante todo o
periodo de estocagem. Conclui-se que a eletronarcose foi 0 método que garantiu
de forma instantdnea a insensibilizagdo dos peixes, garantindo condigbes de

bem-estar durante procedimentos de abate realizados em tilapia do Nilo.

Palavras chave: bem-estar animal, abate, conservagcdo de pescado, analise

sensorial



2. GENERAL ABSTRACT

Animal welfare in aquaculture is attracting great interest, because of the use of
handling techniques that cause stress to the animals before death. The objective
of this study was to evaluate different methods of stunning/killing in Nile tilapia
(Oreochromis niloticus) using electronarcosis, thermal shock and the anesthetic
as control, and to evaluate the changes in the quality of chilled fish and frozen
fillets. In the first stage, the electronarcosis stunning was applied using different
voltages (200V and 100V) and exposure times (20s, 40s, 60s) to find what would
be the best combination of voltage and exposure time. Most of the fish remained
stunned with the treatments 100V/60s and 200V/60s. The clinical reflexes were
absent in fish of treatments 100V/60s, 200V/40s and 200V/60s. Treatment
100V/60s ensured welfare conditions in the stunning and less hemorrhagic fillets.
The second experiment included three methods of stunning/killing: 1)
electronarcosis (100V / 60s), 2) thermal shock (water and ice) and 3) anesthetic
(benzocaine). It was investigated some parameters of freshness of fish cooled at
4 °C and stored for 25 days. The analyzes were performed at 0; 0.13; 0.21; 1; 7;
14; 18; 22 and 25 days. The fishes of the three stunning/killing methods tested,
entered in the state of rigor mortis after 7 days of storage, with concomitant
reductions in muscle and ocular pH, and ATP levels. Parameters such as
dielectric measurement, instrumental texture, content of VNB and NPN presented
reductions over the storage time. The K value and the sensory analysis of fish
showed that chilled tilapia presented within 7 days of storage, good state of
freshness. Microbiological analysis confirmed that the slaughter and processing
were performed hygienically. In the third experiment, three methods of stunning
were tested in tilapia: 1) electronarcosis (100V / 60s), 2) thermal shock (water
and ice) and 3) benzocaine, followed by filleting and the fillets stored frozen at -
18 °C. Chemical, physical and microbiological analyzes were performed at
intervals of 0, 1, 30, 60, 90, 120, 150 and 180 days of storage. The water holding
capacity of fillets was reduced by 22.2% after 60 days of storage for thermal
shock. Cooking losses were lower in the three treatments at 90 days of freezing.
The texture of fillets showed a reduction in compression force over time. The



stunning/killing methods tested in this study were effective, preserving the quality
of the fillets within 180 days of frozen storage kept at -18 ° C. The counting of
microorganisms investigated on fillet was within the limits allowed by Brazilian
law throughout the storage period. It was concluded that the electronarcosis was
the method that ensured instantaneously stunning the fish, ensuring welfare

conditions for slaughtering procedures carried out in Nile tilapia.

Keywords: animal welfare, slaughter, conservation of fish, sensory analysis



3. INTRODUGAO GERAL

3.1. Aquicultura mundial e no Brasil

A aquicultura € a criagdo de organismos aquaticos em condigdes
controladas, e pode ser realizada no continente com agua doce, ou no mar com
agua salgada. A aquicultura abrange a criagcdo de peixes, camardes, ras,
jacarés, o cultivo de macro e microalgas e a produgdo de moluscos, como

ostras, mexilhdes, caramujos e vieiras (MPA, 2014).

A produgdo aquicola mundial continua crescendo muito a cada ano, e as
ultimas estatisticas mostram que chegou a 90,4 milhées de toneladas (t) em
2012 (FAO, 2014). Dentro desse crescimento, destaca-se o cultivo de peixes
que passou de 32,4 milhdes de toneladas em 2000 para 66,6 milhdes t em 2012.
O consumo de pescado no mundo também aumentou, sendo que, em 1960 era
em torno de 9,9 kg/pessoa/ano, e na década de 2000 aumentou para 17,0 kg,
em 2010 chegou a 18,9 kg e estimativas para 2012 apontaram consumo de 19,2
kg. Este aumento ocorre de acordo com uma combinagdo de varios fatores,
como o crescimento populacional, em conjunto com o aumento de renda e
urbanizagao interligadas a forte expansao da produgao de peixes e canais de
distribuicdo modernos (FAO, 2014).

O Brasil apresenta 12% da agua doce disponivel no planeta, e um vasto
litoral com mais de oito mil quildmetros de extensédo de agua para desenvolver o
seu enorme potencial para a aquicultura (MPA, 2014). A aquicultura brasileira
apresentou significativo crescimento nos ultimos anos, passando de 278 mil
toneladas em 2003 para 415 mil t em 2009, o que equivale a 35% de incremento
em menos de uma década. De acordo com o levantamento preliminar divulgado
pelo Ministério da Pesca e Aquicultura para o ano de 2013, o Brasil produziu
aproximadamente 2 milhdes de toneladas de pescado e 40% desse montante
corresponde a cultivos, logo a atividade gera um PIB pesqueiro de 5 bilhdes de

reais, além de mobilizar mais de 800 mil profissionais entre pescadores e



aquicultores e proporcionar 3,5 milhdes de empregos diretos e indiretos (MPA,
2014).

Dentro deste contexto a piscicultura atingiu um crescimento de 60,2% entre
2007 e 2009. Isoladamente a producao de tilapia aumentou 105% em apenas
sete anos, entre 2003 e 2009. O Brasil podera se tornar um dos maiores
produtores pesqueiros do mundo até 2030, ano em que a produgao nacional

teria condi¢des de atingir 20 milhdes de toneladas (FAO, 2014).

3.2.Tilapicultura no Brasil

As tilapias, espécies do género Oreochromis, sdo nativas da Africa, Israel e
Jordania, espalharam-se pelo mundo nos ultimos 50 anos, sendo que a sua
producao expandiu-se em mais de 100 paises, com diversos climas, sistema de
producao e salinidades (ZIMMERMANN; FITZSIMMONS, 2004).

Esses peixes foram introduzidos no Brasil em 1971 no Nordeste,
provenientes da Costa do Marfim. No entanto, a producdo comercial apresentou
destaque somente a partir da década de 90, com o desenvolvimento de
tecnologias modernas de producdo. Em 1994 a produg¢ao mundial foi de 11 mil
toneladas passando para 133 mil toneladas em 2009, com perspectivas de que
a produgao em 2030 chegue a 9,2 milhdes de toneladas (FAO, 2014).

Atualmente a grande produgao da tilapia concentra-se em trés grandes
regides brasileiras, no nordeste, na regidao noroeste do estado de Sao Paulo e
no oeste do Estado do Parana. Na regido nordeste merece destaque o estado
do Ceara que apresenta uma producao de 59 mil toneladas, sendo atualmente o
maior produtor em seus grandes acudes de Castanhao, Orés e Sitios Novos. O
estado da Bahia também apresenta cultivos em tanques rede nos reservatorios
do Rio Sdo Francisco e na regiao de Paulo Afonso (SUSSEL, 2011).

O estado de Sao Paulo apresenta cultivos nos reservatérios do Rio Parana,
Rio Grande e do baixo Rio Tieté apresentando uma producdo de 45 mil
toneladas. A regido oeste do Estado do Parana, onde predominam os cultivos

em tanques escavados, contribuem com 36 mil toneladas (SUSSEL, 2011).



A tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) € uma das principais espécies de
peixe produzidas em muitos paises, inclusive no Brasil, por possuir muitas
caracteristicas desejaveis como carne branca e textura firme, sabor e odor
delicado e auséncia de espinhos em forma de Y’ (VANNUCCINI, 1999).
Apresenta outras caracteristicas interessantes como sua facilidade de
reproducdo e obtencdo de machos que apresentam maiores rendimentos em
relacéo as fémeas (KUBITZA, 2000). Além disso, este peixe aceita diversos tipos
de alimentos, apresenta boa conversao alimentar e facilidade de adaptacéo aos

diversos sistemas de producéo existentes (BLANCK, 2008).

3.3.Bem-estar e senciéncia em peixes

O conceito de bem-estar animal é bastante complexo e pode ser definido de
varias formas. E uma ciéncia com foco na interagdo de humanos e animais,
relacionando conceitos de necessidades, liberdade, felicidade, adaptacéo,
controle, capacidade de previsdo, sentimentos, sofrimento, dor, ansiedade,
medo, tédio, estresse, e saude (BROOM; MOLENTO, 2004).

Dentro desse contexto de bem-estar animal, muitas questdes relevantes
devem ser levadas em consideracdo quando voltamos o nosso estudo para os
peixes. Estes sdo animais que apresentam uma histéria evolutiva mais longa do
que as aves e os mamiferos, e sdo adaptados para viver permanentemente na
agua, portanto os peixes diferem de outros grupos de vertebrados
(HUNTINGFORD; KADRI, 2014). Por questdes evolutivas algumas diferengas se
sobressaem em relagdo a outros animais, como o tamanho do seu cérebro
relativamente pequeno e apresenta estruturas simples, o que poderia significar a
falta de uma complexidade comportamental e cognitiva necessaria para o
conceito de bem estar (HUNTINGFORD; KADRI, 2014).

A maioria dos cientistas que estudam o bem-estar em peixes acredita que
dentro desse contexto, a condicdo fisica € um importante indicador de bem-
estar, que pode ser definido como sendo o estado interno que o peixe se
encontra em condigbes livres para fazer suas proprias escolhas num

determinado momento (VOLPATO et al., 2007). Portanto € necessario monitorar



as praticas de aquicultura e se preciso torna-las melhores para garantir um
ambiente aquatico saudavel, de modo que se possa observar um animal em
bom estado de saude, como sendo este o primeiro e mais obvio estado de bem-
estar dos peixes. Sinais de lesdo ou infecgbes sdao importantes indicadores de
mal-estar (MARTINS et al., 2012), o sistema imunolégico precisa estar
fortalecido, de modo que o animal ndo precise lutar contra uma possivel doenca
(HUNTINGFORD; KADRI, 2014).

Algumas variaveis fisicas sao importantes para avaliar o estado de bem-
estar em peixes como o0s niveis de reservas nutricionais, as taxas de
crescimento e o status reprodutivo. A reducao do apetite € um estado de alerta,
podendo ser uma resposta ao estresse fisioldgico, alguns sinais de angustia
como natacao erratica e movimentos repetitivos ou estereotipados, demostram
um comportamento alterado, portanto esse monitoramento de comportamento é

importante para avaliar o bem estar dos peixes (MARTINS et al., 2012).

Estudos sobre o bem-estar animal tém sido realizados ja ha algum tempo
para aves e mamiferos. Em mamiferos, os métodos de insensibilizagdo e o
abate induzem o animal a uma perda imediata de consciéncia e da sensacao de
dor (EFSA, 2004). Nos ultimos anos tém se voltado uma atencao especial para o
bem estar em peixes. Na Europa ja existem alguns protocolos que asseguram a
protecdo e o bem estar dos animais, uma vez que ja € reconhecido que os

peixes apresentam senciéncia (EFSA, 2004).

A senciéncia é definida como a capacidade do animal de ter consciéncia
de sensagdes, como dor, sofrimento, fome, conforto, desconforto e sua
capacidade em diferenciar “bom de ruim”, “prazeroso de desagradavel”
(PEDRAZZANI et al., 2008). Os peixes tém memoria explicita, e apresentam um
substrato neurologico que demostra sensibilidade ao sofrimento (SNEDDON
2002; SNEDDON 2003). Portanto, do ponto de vista légico e ético devemos
considerar todos os animais vertebrados como sencientes (PEDRAZZANI et al.,
2008).

No dia 07 de julho de 2012, Philip Low escreveu a declaragao de
Cambridge sobre a consciéncia de animais, humanos e ndo humanos. Este

documento mostra o reconhecimento da comunidade cientifica mundial sobre a
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senciéncia dos animais (COSTA et al.,, 2013). Na declaragdo um grupo
internacional de neurocientistas cognitivos, neurofarmacologistas,
neuroanatomistas e neurocientistas computacionais, declararam: a auséncia de
um neocortex parece nao impedir que um organismo experimente estados
afetivos. Evidéncias convergentes indicam que os animais ndo humanos tém os
substratos neuroanatdémicos, neuroquimicos e neurofisiologicos de estados de
consciéncia juntamente com a capacidade de exibir comportamentos
intencionais. Consequentemente, o peso das evidéncias indica que os seres
humanos ndo sdo os unicos a possuir os substratos neuroldgicos que geram a
consciéncia. Animais ndo humanos, incluindo todos os mamiferos e as aves, e
muitas outras criaturas, como polvos, também possuem substratos neuroldgicos
(COSTA et al., 2013).

O cérebro dos peixes € relativamente pequeno e simples, quando
comparado com aves e mamiferos. Os peixes teledsteos compartiiham as
mesmas subdivisdes classicas no cérebro em relacdo a maioria dos animais
vertebrados. Apresentam um tronco cerebral, parte posterior do cérebro, o
mesencéfalo, um cerebelo, um par de Iébulos 6pticos, os hemisférios cerebrais
do telencéfalo (cérebro anterior), emparelhados e os bulbos olfativos associados
(BRAITHWAITE, 2006).

A forma de organizacdo do cérebro dos peixes mostra-se diferente porque
nao apresenta o neocdrtex que nos seres humanos € importante para mediar o
estado emocional de sofrimento. Entretanto alguns estudos vém demostrando
que a funcao do neocortex pode ser realizada por diferentes partes do cérebro
em peixes, portanto estes apresentam a capacidade de perceber estimulos
dolorosos (HUNTINGFORD; KADRI, 2014). Estudos comportamentais,
neuroanatdmico e neurofisioldgicos, sugerem que existe algum nivel de
consciéncia nos peixes e que apresentam uma escala filogeneticamente
semelhante a dos vertebrados mais evoluidos, entretanto sua forma de sentir dor
e medo é considerada mais primitiva (BECKOFF; SHERMAN, 2004).

Animais vertebrados possuem o nervo trigémeo, que € o quinto par de
nervos cranianos, que transmite informacdes somatossensoriais captadas pela

regido da cabeca e da boca e sdo transmitidas até o cérebro do animal (DONG,



1994; SILVER; FINGER, 1991). Nos peixes a pele que circunda a cabeca e a
boca é inervada pelo sistema trigeminal, auxilia na informacao visual e auditiva

dos peixes.

Os receptores que detectam exclusivamente os estimulos nocivos sao
chamados de nociceptores. Estes receptores tém terminag¢des nervosas livres e
respondem principalmente a um estimulo nocivo como, por exemplo ao calor, a
alta pressdo mecanica e produtos quimicos. Estudos anatébmicos na cabecga de
trutas arco iris revelaram a presenca de muitas enervagdes pelo sistema
trigemial e observou-se a presenca de alguns dos nociceptores polimodais de
fibras Delta- A que atuam na dor imediata ou dor de uma picada e as fibras C
que atuam nas dores crénicas (SNEDDON, 2002; SNEDDON, 2003). Em trutas
arco iris os nociceptores polimodais de fibras Delta- A mais comumente foram
encontrados em mucosas orais (TODA et al., 1997), musculo esquelético
(KUMAZAWA; MIZUMURA, 1977), e 6rgaos viscerais (HAUPT et al., 1983).
Estes pontos estado localizados em locais estratégicos no corpo dos peixes, para

facilitar a estimulagdo mecéanica, térmica e quimica do animal.

Esses estimulos geram efeitos adversos sobre o comportamento normal
do animal, podendo despertar um componente psicoldégico que € indicativo de
sofrimento, portanto um estimulo nocivo torna-se um dos melhores métodos
para avaliar a dor em animais (BATESON, 1991). A Figura 3.1 mostra a

localizagc&o dos nociceptores e receptores quimicos na cabega da truta arco iris.

FONTE: Sneddon et al. (2003).

Figura 3.1 Localizagdo dos nociceptores e receptores quimicos na cabega da
truta arco iris.
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3.4.Estresse em peixes

O termo estresse tem sido utilizado amplamente e pode ser definido como a
resposta fisiolégica provocada quando um individuo percebe ameaga a sua
homeostase. Segundo Moberg (1985) as respostas ao estresse podem ser
divididas em trés estagios gerais: o reconhecimento de um agente estressor, a
defesa biologica contra o estressor e as consequéncias da resposta ao estresse.
As consequéncias dessa resposta ao estresse irdo determinar se o animal esta
sofrendo de aflicdo ou simplesmente passando por um breve episddio em sua

vida que ndo tera impacto significativo sobre o seu bem-estar.

Os animais desenvolveram mecanismos para lidar com agentes
estressores de curto prazo, como forma de sobrevivéncia, como escapar de um
predador rapidamente. Entretanto ocorrem mudancgas na fungao biolégica que é
importante para o bem-estar, por meio dela que podemos observar o impacto
causado sobre o animal e torna-se a chave para a compreensao de que o
estresse se tornou uma angustia, colocando o bem-estar de um animal em risco
(MOBERG, 2000). Durante um rapido episddio de estresse o organismo utiliza
os estoques de glicogénio, onde as catecolaminas secretadas durante o
estresse convertem o glicogénio em glicose para ser utilizada em processos
metabdlicos necessarios na gliconeogénese. Apos o alivio do estresse, as
reservas de glicogénio sao rapidamente reposta pela gliconeogénese
(MOBERG, 2000).

O estado de aflicao gera o estado de estresse no peixe, o qual pode durar
um longo periodo (crbénico), ou ser breve (agudo). O estresse agudo ocorre
quando o animal é submetido rapidamente a um unico agente estressor e essa
acao pode ser suficiente para perturbar e alterar as suas fung¢des bioldgicas.
Nesse caso o animal precisa desviar seus recursos bioldgicos especificos para
outras fungdes bioldgicas (MOBERG, 2000).

Em sistemas de criagdo intensivos de peixes ocorrem varias praticas de
manejo as quais o0s peixes serdo submetidos, e que sao consideradas
estressantes, como a captura, o transporte, a densidade de estocagem, a
interagdo social e a alimentagdo (URBINATI; CARNEIRO, 2004). Dentre todas
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essas praticas de manejo, a captura € provavelmente uma das etapas mais
agressivas quando se trata de manejo em pisciculturas e é caracterizada pelo
seu carater agudo, severo e de curta duragcdo (URBINATI; CARNEIRO, 2004).

Além dessas etapas utilizadas no manejo de captura outros fatores
empregados apos a captura afetam diretamente o bem-estar animal, como um
periodo de abstinéncia de alimentos para esvaziar o trato intestinal, o transporte
dos animais até o local de abate, e o processo de insensibilizacdo e o abate
propriamente dito (HASTEIN et al., 2005).

3.5.Métodos de abate em peixes

A legislagdo brasileira ndo apresenta nenhuma lei que padroniza os
métodos de abate especificos para peixes, visto que estes animais nao se
enquadram nas condi¢cdes definidas para animais de agougue. Entretanto, uma
vez que o0 animal sera sacrificado para o consumo humano, deve-se garantir
todas as condigdes humanitarias desde etapas de criagcdo nas fazendas até o
momento do manejo do pré-abate e do abate, realizando essas operagcbes com
bastante cautela, causando o minimo de excitacdo e desconforto aos animais
(MAPA, 2000).

Para promover o minimo de excitagdo e desconforto aos animais, durante
os procedimentos de abate, eles devem ser imediatamente conduzidos ao
equipamento de insensibilizagdo para garantir a indugdo e a manutencao dos
animais em um estado de inconsciéncia, garantindo sua insensibilizagdo até a
operagdo de sangria, que deve ser realizada de forma rapida e completa

evitando contusdes minimas na carcaga (MAPA, 2000).

A etapa de sangria é de grande importancia para garantir a boa qualidade
da carne no final do processamento. Em animais de sangue quente é observado
durante a etapa da insensibilizagao, principalmente quando é executada com o
choque elétrico, ocorre um consideravel aumento da pressdo sanguinea no
corpo do animal, devido a aplicagao da corrente. Os musculos se contraem e o0s

capilares permanecem quase isentos de sangue. Consequentemente, o0s
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musculos relaxam e essa pressao sanguinea precisa ser liberada pelo corte dos
vasos, caso n&o ocorra essa sangria, o sangue é entdo empurrado novamente
para os capilares com forga suficiente para romper muitos deles e entrar no
musculo do animal (LEET, et al.,1977).

Para obter-se uma carne com boa qualidade sensorial e com prolongada
vida de prateleira torna-se necessario a remogéo do maximo possivel de sangue
da carcaga, uma vez que ele pode causar aparéncia desagradavel, além de ser
um excelente meio de crescimento de microrganismos (WILLIAMS et al., 1983).
Portanto a sangria deve ser realizada logo apds o atordoamento, qualquer que

seja o método empregado.

O abate consiste num processo composto por dois estagios, onde num
primeiro o animal sofrera algum tipo de insensibilizagdo, para perder sua
consciéncia e ndo sentir qualquer tipo de dor ou sofrimento. No segundo estagio
o animal sera morto por algum método de abate, dentre eles, a sangria, a
parada cardiaca, ou a falta de oxigénio. Esse dois estagios devem ser
executados de maneira rapida e precisa, enquanto o animal ainda esteja
inconsciente (LINES et al., 2003).

Alguns estudos que avaliaram o estresse em peixes durante
procedimentos de pré-abate e pds-abate demonstraram resultados negativos
para a textura da carne devido o aumento da flacidez, além de reduzir a vida de
prateleira do filé (BAHUAUD et al., 2010; LEFEVRE et al., 2008). Animais que
foram estressados antes do abate, apresentaram entrada precoce ao estado de
rigor mortis, e observaram maiores perdas de peso por descongelamento,
quando comparados com animais nao estressados (BOGGESS et al.,1973;
KIESSLING et al., 2004; MARX et al., 1997; ROTH et al., 2006). Dentre todos os
tipos de métodos de abate que podem ser utilizados para os peixes. Os
métodos que provocam muito sofrimento geralmente sdo aqueles que causam
perda da consciéncia de maneira lenta (ROBB, 2001; ROBB e KESTIN, 2002).

A narcose por didoxido de carbono (CO;) é utilizado para abates
comerciais de diferentes animais como frangos, suinos e peixes como o salmao
do Atlantico (Salmo salar) e a truta arco-iris (Oncorhynchus mykis). Este método

€ bastante utilizado em peixes, pela facilidade de dissolvé-lo na agua, criando
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uma mistura acida que causa a insensibilizagdo (CONLEE et al., 2005). A
medida que ocorre a saturagdo desse gas na agua, o pH comega a diminuir, e
chega num ponto de estabilizacdo, onde permanece em torno de 4,5 (ANON,
1995).

Estudos vém sendo realizados testando esse método de insensibilizagao
em peixes, e para algumas espécies como o salmao do Atlantico (S. salar)
atordoado com dioxido de carbono, ocorreu a perda de consciéncia apds 6
minutos de exposi¢cao do animal (ROBB et al., 2000). Outras espécies de peixes
mais resistentes podem apresentar um comportamento de fuga mais prolongado
antes da insensibilizagdo, como enguias e esturjdes que resistiram durante mais
de uma hora (MARX et al., 1997). Carpas, trutas e enguias expostas ao CO,
demostraram grande produgdao de muco corporal, podendo ser um indicativo de
que esse método pode ser altamente estressante para esses peixes (MARX et
al., 1997).

Salmao do Atlantico (S. salar) atordoado com CO, apresentou menor
capacidade de retencdo de agua (KIESSLING et al., 2004) maiores perdas de
agua por descongelamento (ROTH et al., 2006) e a textura dos seus filés estava
pouco rigida (ROTH et al., 2002). Esses fatores podem ter ocorrido devido algum
tipo de estresse sofrido em fungdo do método de atordoamento escolhido. Outro
estudo com o robalo (Dicentrarchus labrax), comparando métodos de
atordoamento, asfixia em gelo e CO,, apresentam resultados semelhantes entre
si, entretanto notou-se um desempenho um pouco melhor para o CO,; em
resposta ao estresse apresentando menores niveis de lactato e cortisol
(LAMBOOLU et al., 2006a).

Outra técnica que vem sendo estudada recentemente para insensibilizar
0s peixes € a narcose por mondxido de carbono (CO), na qual esse gas é
supersaturado na agua. Uma analise comportamental realizada com salmao do
Atlantico (S. salar) em imersdo na agua saturada por monoxido de carbono
durante 8 a 10 min, mostrou que os peixes apresentaram natacao erratica,
convulsdes e movimentos circulares proximos a superficie antes de estarem

totalmente sedados. Apresentaram uma entrada mais precoce no rigor mortis, e
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valores de pH musculares bastante acidos e muitas perdas por

descongelamento no musculo apos a filetagem (CONCOLLATO et al., 2014).

O método de asfixia onde o animal é retirado da agua e exposto ao ar, até
o momento de sua morte, € considerado um dos métodos de abate mais
estressantes quando comparados a métodos que utilizam a insensibilizagao e a
sangria (ERIKSON et al., 1997; OTTERA et al., 2001). A asfixia utilizada como
tratamento controle em um experimento com o robalo (D. labrax) revelou-se ser
um procedimento bastante estressante devido ao prolongamento dos
indicadores de estresse fisioldgico (POLI et al., 2005); os resultados confirmam
que a asfixia provoca alta resposta ao estresse, os niveis de cortisol avaliados
aumentaram cinco vezes mais em relagdo a asfixia com gelo e saturagéo por
CO2 (LAMBOOLU et al., 2006b).

A imersdo dos peixes em agua e gelo € um método que reduz
rapidamente a temperatura corporal dos peixes. Quando isso ocorre, ha uma
reducdo da atividade muscular tornando-se aparentemente paralisado pelo frio,
0 que € importante para garantir a qualidade da carne e prolongar a vida de
prateleira. Durante o armazenamento resfriado, o pescado apresenta autdlise
reduzida. Nesse método os peixes morrem por anodxia, através da agua gelada

que resulta num colapso das suas branquias (SKJERVOLD et al., 2002).

Este método de abate € comumente utilizado para algumas espécies
cultivadas, como a truta arco-iris (O. mykiss) que exposta a temperatura de 2°C,
demora em torno de 9,6 min para perder a funcédo cerebral (KESTIN et al.,
1991). A dourada (Sparus auratus) e o catfish em temperaturas de 0 a 0,1°C
perderam a consciéncia entre 5 a 12 min apds a exposi¢cao (ROBB; KESTIN,
2002; SMART, 2002).

O atordoamento por percussao craniana é realizado com a aplicagao de
um golpe na cabega do animal, o que resulta, quando bem aplicado, na
interrupgcado permanente dos processos neurais causando a morte. Este tipo de
atordoamento tem sido utilizado principalmente em peixes de grande porte,
como o salmdo do Atlantico (ROBB, 2008). Aos métodos de insensibilizagdo
aplicados em linguado (Scophthalmus maximus), o método de percussao
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craniana foi o tratamento ideal para garantir a qualidade da carne desta espécie
(ROTH et al., 2007).

A eletronarcose é um método que pode ser utilizado para atordoar
grandes lotes de peixes. Neste método, a eletricidade afeta a funcionalidade dos
nervos, que repassa as informagdes para o cérebro, o qual ira processa-la,
causando a confusdo das informacdes e consequentemente a perda de
consciéncia dos animais (LAMARQUE, 1990). Entretanto, quando ndo aplicada
corretamente, a eletricidade pode provocar a paralisia muscular, sem que ocorra
a insensibilizagdo. Varios estudos relatam que a eletronarcose € aplicada em
salmao do Atlantico (S. salar), truta arco-iris (O. mykiss) (EFSA, 2009).

Trabalhos testando diferentes métodos de insensibilizagdo em linguado
(S. maximus), com o choque elétrico a 5Hz e 80Hz utilizando corrente continua
demostrou ser um bom método, porque n&do ocorreu nenhum tipo de lesdo na
coluna vertebral ou hematomas no musculo (ROTH et al.,, 2007). O
atordoamento elétrico € um método que executa insensibilizagédo do animal de
acordo com principios do bem-estar animal. Deste modo, é considerado um dos
métodos de abate mais rapidos e eficientes para atordoar ou matar os animais
(LINES et al., 2003; VAN DE VIS et al., 2003; LAMBOOIJ et al., 2006a), além de

causar menor estresse.

O atordoamento elétrico pode ser realizado com lotes de peixes e nao
necessita retira-los da agua (LAMBOOLJ et al., 2006a). Este método é praticado
com sucesso em animais de criagdo como ovinos, suinos e aves. E um processo
onde ocorre a passagem da corrente elétrica através do corpo do animal e
estimula todas as regides do cérebro, resultando em um insulto epileptiforme
generalizado, onde o animal torna-se incapaz de responder aos estimulos
nervosos (KOOI et al., 1978; LOPEZ DA SILVA, 1983). Em carpa comum
(Cyprinus carpio) o atordoamento realizado com corrente de 0,73 A e uma
voltagem de 411 V e frequéncia de 50 Hz, corrente alternada, condutividade de
330 mS durante 5s combinados com agua gelada, demostrou ser um método
eficaz para a pratica de abate (LAMBOOIJ et al., 2007).

Muitos estudos sobre o0s métodos de abate e seus efeitos

comportamentais tém sido realizados pela comunidade Européia. Estudos
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realizados com enguias vivas (A. anguilla) submetidas ao resfriamento
apresentaram elevado grau de estresse, pois 0s animais apresentaram
movimentos vigorosos e batimentos cardiacos irregulares (LAMBOOIJ et al.,
2002a). Os mesmos autores verificaram em bagre africano (C. gariepinus)
utilizando o mesmo método, que os peixes levaram em torno de 5 minutos para
iniciar a perda de consciéncia (LAMBOOIJ et al., 2006b). Os efeitos do pré-abate
realizados em trutas arco-iris (O. mykiss), cultivadas em gaiolas, realizados logo
apos a captura, apos o transporte, e apos a captura por bombeamento e abate
por eletronarcose, mostraram que o estresse causado por esses métodos afetou
a qualidade da carne, observado através dos niveis de cortisol, lactato, pH e
rigor mortis (MERKIN et al., 2010).

Embora o atordoamento elétrico seja recomendado e utilizado em peixes
de varios paises europeus, alguns cuidados em relagdo aos ajustes dos
parametros devem ser realizados durante a aplicagcédo de eletricidade. Entre eles
pode-se citar o tipo de corrente (AC - alternada, DC - continua), a frequéncia da
corrente e intensidade do campo elétrico e o tempo de exposi¢cdo (ROTH et al.,
2004; LINES; KESTIN, 2005), para evitar possiveis hemorragias no musculo
devido ao forte estimulo elétrico (HAUCK, 1949) podendo assim, comprometer a
qualidade do produto final (ROBB; ROTH, 2003; LINES; KESTIN, 2004; POLI et
al., 2005).

O salmédo do Atlantico submetido a uma intesidade elétrica muito
prolongada apresentou efeito negativo na qualidade do musculo, devido a
intensa glicolise anaerdbia associada ao estresse (KIESSLING et al., 2004). No
entanto, o uso de eletricidade para estimular o metabolismo anaerdbico € uma
ferramenta interessante para compreender os mecanismos envolvidos no
amolecimento da carne. A estimulagdo elétrica no musculo provoca um rapido
esgotamento da energia como o ATP e creatina fosfato (CHIBA et al., 1990),
causando reducéo do pH e o rapido desenvolvimento do rigor mortis (JERRETT
et al.,1996; FLETCHER et al., 1997; JERRETT; HOLLAND,1998).

Peixes que sofrem estimulos elétricos iniciaram o rigor mortis mais
precocemente e apresentaram ligeira perda da forca de cisalhamento do

musculo. Entretanto os autores ndo encontraram evidéncias da degradacao
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estrutural, perda de agua ou quaisquer alteragbes dos atributos sensoriais,
exceto para a coloragdo (MORZEL et al., 2003). Como os musculos respondem
de formas diferentes as diferentes frequéncias elétricas (BAGSHAW, 1982),
ainda torna-se uma incerteza explicar como esse parametro afeta a qualidade da

carne.

Trutas arco-iris (O. mykiss), expostas a um campo elétrico de 250V com
frequéncia de 1000 Hz por 60 segundos demostraram ser uma boa condi¢cdo
para garantir o abate humanitario desta espécie, uma vez que foi observado a
perda instantanea dos reflexos (LINES et al., 2003). Na Oceania os peixes sao
anestesiados com isoeugenol antes do abate (ROBB; KESTIN, 2002), entretanto
0 uso desta técnica em alguns paises europeus é vetado devido a consequéncia
de ser introduzido um novo medicamento na agua e ter implicagbes no mercado
consumidor (LINES et al., 2003). Paises europeus vém buscando adequacdes
em abates de peixes, como no Reino Unido onde a preocupagdo com o bem-
estar em trutas tem aumentado drasticamente nos ultimos anos, devido as
exigéncias do mercado consumidor em adquirir peixes cultivados e abatidos de
maneira humanitaria (LINES et al., 2003).

3.6.Indicadores fisico-quimicos para avaliagao do pescado

O consumidor de pescado esta cada dia mais exigente, indo ao encontro de um
alimento saudavel para o consumo, porém demonstrando grande interesse na
forma como esse produto chega até a sua mesa, desde etapas de cultivo, até o
processamento da carne. Alguns aspectos intrigam os consumidores como a
espécie do pescado, local de origem, tempo de captura e despesca, tamanho,

cor, textura e principalmente o frescor (SANTOS, 2011).

De forma geral os consumidores estdo sempre buscando o pescado mais
fresco possivel, entretanto ha grande falta de informagao das principais espécies
de peixes de valor comercial no Brasil, sobre os aspectos de deterioracdo e de
sua vida util quando armazenados no gelo. Logo é de suma importancia realizar

um estudo para cada espécie sobre os parametros fisicos, sensoriais, quimicos
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e microbioldgicos associados ao frescor e a perda das caracteristicas desejaveis
(SANTOS, 2011).

O processo de deterioracdo do pescado € bastante rapido e complexo,
portanto é necessario utilizar uma combinagdo de varias analises para
determinar a qualidade do pescado de forma criteriosa (OGAWA e MAIA, 1999).
E importante realizar uma avaliagdo utilizando métodos sensoriais, que apesar

de serem bastante antigos sdo muito Uteis para avaliar a qualidade do pescado.

Os meétodos fisicos sao importantes para relatar as mudangas que ocorrem
nas propriedades fisicas do musculo, como pH, tensdo das fibras musculares,
propriedades elétricas, dureza do musculo, viscosidade do suco extraido da
carne. Métodos quimicos sao eficientes para avaliar as mudangas que sao
dificeis de distinguir, como a atividade microbiana ou enzimatica. Sdo medidos
pelas bases nitrogenadas volateis (BNV), hipoxantina (Hx), valor de (K), sendo
um parametro utilizado para medir o frescor em peixes, baseado em alteragdes
autoliticas no musculo. Avaliagdo microbiologica e meétodos histoldégicos que
indicam o grau ou taxa de destruicdo das miofibrilas (OGAWA e MAIA, 1999),

também sao importantes.

3.6.1. Analises microbiolégicas

O pescado é um alimento altamente perecivel, decorrente dos fatores
microbioldgicos, da rapida instalagao da fase de rigidez pés-morte, da liberacéo
do muco, da alta quantidade de agua nos tecidos, constituicdo do tecido
conjuntivo e do tecido rico em proteinas, fofolipideos e acidos graxos. Logo apods
sua morte, o pescado sofre uma série de alteracbes pela acdo de enzimas
musculares que hidrolisam proteinas e lipideos e na sequéncia inicia-se a
degradacao microbiana que provoca alteracbes quimicas e fisicas gradativas e
irreversiveis (VIEIRA, 2011).

Essa degradagado microbiana inicia-se normalmente apds a etapa do rigor
mortis (fase de rigidez), onde o pH da carne ja ndo se encontra tdo acido e os

microrganismos atuam no tecido. Utilizam os aminoacidos e outras substancias
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nao protéicas, entdo ocorre o desenvolvimento seletivo de algumas bactérias
que transformam esses compostos em aromas desagradaveis. Como resultado
ha um aumento na decomposi¢cdao dos produtos dos aminoacidos em bases,
compostos volateis, H,S, o que ajuda a acelerar a decomposi¢ao do pescado
(VIEIRA, 2011).

Bactérias contaminantes no pescado:

3.6.1.1  Microrganismos deteriorantes: apresentam a tempertaura 6tima de
crescimento em condigdes ambientais ou de refrigeracdo, como as
bactérias psicotroficas.

3.6.1.2 Microrganismos indicadores de higiene: sdo utilizados para avaliar
as condi¢des higiéncias, enquadram-se as bactérias mesdfilas,
coliformes totais e bolores e leveduras em pescados processados.

3.6.1.3 Microrganismos indicadores de contaminagdo fecal: sdo os
coliformes termotolerantes com destaque para a Escherichia coli,
Salmonella e Enterococcus faecalis.

3.6.1.4 Microrganismos indicadores de manipulagdo inadequada:
indicadores de possiveis falhas nos pontos criticos de controle, um
exemplo bem conhecido é a bactéria mesdfila Staphylococus
aureus, que em condicbes adequadas produz uma exotoxina
(VIEIRA, 2011).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria utiliza a Resolugdo RDC n° 12, de 02
de janeiro de 2001, do regulamento técnico sobre os padrbes microbiolégicos
para o pescado “in natura” resfriados ou congelados para o consumo humano.
Define auséncia de Salmonella em 25g de amostra e tolerancia maxima para
Staphylococcus coagulase positiva de 10° UFC/g (ANVISA, 2001).

3.6.2. Rigor Mortis

O estado de rigor mortis € definido como sendo a perda da plasticidade e
extensibilidade dos musculos devido a alteragcbes ocorridas no ciclo de

acoplamento e desacoplamento dos filamentos finos (actina) sobre os filamentos
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grossos (miosina) o que produz a contracdo e relaxamento dos sarcémeros
(CONTRERAS-GUSMAN, 1994). A fase de pré-rigor mortis é a fase
compreendida entre a morte do animal e o inicio da contragdo muscular
(TAVARES; GONCALVES, 2011), onde o musculo encontra-se ainda flexivel e
responde a estimulos elétricos. A duragao dessa fase ira depender das reservas
de ATP e glicogénio no momento da morte do animal. Nesta fase os animais
apresentam suas defesas naturais ainda intactas, com o pH ligeiramente acido
que inibe o desenvolvimento de microrganismos e acdo de enzimas enddgenas
(CONTRERAS-GUSMAN, 1994).

O rigor mortis pleno ¢é iniciado imediatamente apds a sangria, onde ocorre
a interrupgdo do fornecimento de oxigénio e nutrientes para os musculos
(LAWRIE, 2005). A célula muscular continua com a sua atividade, na tentativa
de adaptar-se a falta de oxigénio e a redugdo da reserva energética o ATP
(adenosina trifosfato) (ORDONEZ, 2005). Logo com a interrupcédo de oxigénio o
ATP é hidrolisado de forma continua até esgotar-se totalmente, direcionando a
producdo de energia através da degradagdo do glicogénio muscular numa
sequéncia de reacdes enzimaticas que ocorre de forma anaerdbica. A redugcao
da taxa de ATP, de glicogénio e o acumulo de acido latico, promovem o
decréscimo gradativo do pH no musculo (PRATES 2000; CONTRERAS-
GUSMAN, 1994).

O enrijecimento do musculo ocorre devido a contracdo extrema e
irreversivel de suas fibras. Esse estado sofre influéncia de varios fatores, como o
metodo de abate, a reserva de glicogénio, pH e a temperatura de conservagao
do musculo (CONTRERAS-GUSMAN, 1994). Nos musculos de animais que
apresentam maior quantidade de fibras brancas, ocorre intensa atividade
anaerdbica, portanto a glicdlise e a degradacdo do ATP sdo mais rapidas,
quando comparadas a fibras vermelhas (ORDONEZ, 2005).

Peixes armazenados refrigerados em gelo logo apds seu abate, em torno
de 0 a 5°C apresentam entrada no rigor mortis entre 1 a 7 horas (DEBARRET-
LADRAT et al.,, 2006). ROTH et al. (2002) encontraram diferengas no rigor-
mortis entre peixes insensibilizados por CO,, eletricidade e percussao craniana.

O estresse causado durante a insensibilizacdo por CO, antecipou o inicio € 0
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término do estado de rigor, acelerando o amaciamento do tecido muscular pés-
morte e, consequentemente, o processo de decomposigao da carne, em relacao

aos outros tratamentos.

No pos-rigor mortis 0 musculo que estava rigido durante um periodo,
torna-se macio através da descontracdo e recuperagao da sua elasticidade
muscular e recupera muitas propriedades da fase de pré-rigor mortis
(CONTRERAS-GUSMAN, 1994). O resfriamento da carne no periodo de pos-
morte € relevante para a microestrutura e caracteristica da carne, como a

maciez, a capacidade de retengao de agua e a cor (ZAMORA et al., 1996).

3.6.3. Capacidade de retengao de agua (CRA)

A capacidade de retencdo de agua na carne é um atributo bastante
importante, porque € através desta propriedade que podemos verificar a
intensidade com que a carne consegue armazenar € manter o seu conteudo

aquoso.

A exsudacdo da carne pode ocorrer, devido a compressdo, o impacto,
cisalhamento, congelamento e o cozimento (ORDONEZ, 2005). As variaveis
quantitativas da carne, como a coloragao, textura, pH e capacidade de retengao
de agua, solubilidade e funcionalidade das proteinas sofrem influéncia direta do
estresse pré abate (BARBUT, 1998).

3.6.4. Perdas por cozimento e por exsudagao

A suculéncia da carne é determinada através das perdas de liquidos que
ocorrem durante o cozimento, caracterizando a intensidade de liberagdo do suco
da carne. E um fator de suma importancia, pois contribui para a aceitagdo da
textura da carne e também a outros parametros associados a qualidade da
carne (PRICE; SCHWIEGERT, 1994). O cozimento produz mudangas
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importantes nos componentes musculares como a agua, fibras musculares,

tecidos conjuntivos e adiposos (AYALA et al., 2005).

O liquido exsudado pela carne no descongelamento € chamado de “drip”
(OGAWA e MAIA, 1999). No momento do congelamento o fluido intracelular
transpassa a membrana e se mistura com o fluido extracelular e sofre o
congelamento (DAMEZ et al., 2008). Quando ocorre o descongelamento essa
agua € novamente reabsorvida pelas proteinas dentro da célula, e o musculo
volta a recuperar o seu formato original. Entretanto com o avangco da
desnaturagao proteica, a proteina vai perdendo essa capacidade de hidratagédo e
assim aumenta gradativamente as perdas pela formacado de “drip” (OGAWA e
MAIA, 1999). Alguns fatores podem afetar a perda de agua no musculo como a
velocidade do congelamento (CHEVALIER et al., 1999; EINEN et al., 2002), a
temperatura e o tempo de armazenamento (CAPPELN; JESSEN, 2001), a
velocidade e método de descongelamento aplicado (TOLDRA, 2003). Assim de
igual forma, o tempo de filetagem e de congelamento estdo relacionados ao
estado de rigor mortis (EINEN et al., 2002).

3.6.5. Potencial hidrogeniénico (pH)

A determinagdo do pH representa um parametro importante para
monitorar a qualidade de carnes, bem como o pescado (BYRNE et al., 2000). O
Regulamento de Inspecédo Industrial de Produtos de Origem Animal estabelece
limites maximos para o pH da parte interna do pescado fresco de 6,50 e na parte
externa do musculo deve ser inferior a 6,85 (RIISPOA, 2001). O pH final da
carne € dependente do teor de glicogénio presente no musculo, além de
influenciar decisivamente na capacidade de retengao de agua (YUE et al., 2004).

Estudos com diferentes técnicas de captura demonstraram que os peixes
que permaneceram expostos ao ar e se debateram no momento da captura
apresentaram pH de 6,88 para o robalo (PARISI et al., 2002) e 6,7 para o
salmédo do Atlantico (ERIKSON et al., 1997). MORZEL et al (2003) realizaram

abates em linguado (S. maximus) e constataram que o método de percussao

23



craniana apresentou valor de pH significativamente mais elevado (7,5)
imediatamente apos o abate, em relagdo ao choque elétrico (6,8). No entanto,
depois de 48 horas observou-se redugao de pH para 6,5 e 6,7, respectivamente.
O aumento do pH nas fases posteriores ao armazenamento, sao indicadores
classicos de estresse no momento do abate, em muitas espécies de animais,
incluindo peixes. Portanto o pH inicial mais acido esta associado com o estresse
ante mortem como descrevem varios autores para salmonideos (AZAM et al,
1989; ERIKSON et al., 1997; THOMAS et al., 1999), atum (SIKORSKI et al.,
1990) e enguia (VAN de VIS et al., 2001; MARX et al., 1997).

3.6.6. Bases Nitrogenadas Volateis (BNV)

As Bases Nitrogenadas Volateis correspondem a um grupo de compostos
como a amonia, trimetilamina, dimetilamina e tracos de monometilamina,
propilamina (CONTRERAS-GUSMAN, 1994). No inicio das etapas de
degradacdo a base volatii mais representativa € a amoénia originaria dos
produtos da desaminacdo dos derivados do ATP. A medida que ocorre a
degradagao de outros compostos nitrogenados, iniciam a liberagdo de aménia
(OGAWA e MAIA, 1999). O estado de frescor nos peixes pode ser estimado de
acordo com os indices de BNV no musculo, que sao classificados de acordo
com Ogawa e Maya (1999), de 5 a 10 mgN/100g (excelente estado de frescor),
15 a 25 mgN/100g (razoavel frescor), 30 a 40mgN/100g (inicio da putrefagao) e
50mgN/100g (muito deteriorado). A Secretaria de Defesa Agropecuaria do
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento estabelece que o valor limite
maximo de BNV de 30 mg N/100g~' para pescado fresco, exceto
elasmobranquios (MAPA, 1997).

3.6.7. Oxidagao de lipidios em peixes

A rancidez oxidativa ocorre particularmente em peixes gordos, e é

considerada deterioracdo bastante complexa. Inicialmente o oxigénio reage com
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os lipideos insaturados formando hidroperéxidos, que se decompdem em
substancias que conferem o sabor caracteristico de ranco. Ela pode ser medida
através de duas analises quimicas, onde num primeiro estagio utiliza-se o indice
de peroxido e num segundo o TBARS (substancias reativas ao acido

tiobarbiturico.

As alteragbes que ocorrem com a oxidagdo da gordura na carne estao
relacionadas com caracteristicas intrinsecas do alimento, bem como condi¢des
do ambiente onde ocorreu o processamento, principalmente em relagdo a
temperatura (FERREIRA, 1999). De acordo com OGAWA e MAIA (1999) sabor e
odor de rango em peixes ocorrem quando o indice de perdxido esta acima de 10
a 20 micromoles de hidroperoxido e para TBARS, acima de 1 e 2 micromoles de
malonaldeido.) Os produtos carneos com indice de TBARS inferiores a 1,0
mg/malonaldeido/kg, geralmente ndo apresentam sabores e odores residuais do
rango caracteristico da oxidagao lipidica (OLIVO; SHIMOKOMAKI, 2002).

3.6.8. Medida dielétrica (Fish Freshness Meter)

A medida da impedancia elétrica € uma técnica rapida, direta, efetiva,
sendo utilizada por diversos pesquisadores como uma das técnicas para avaliar
caracteristicas fisicas, quimicas e bioldgicas (BERTOTTI, 2010). As mudancas
que ocorrem nas propriedades elétricas do tecido animal pds-morte tém grande
importancia na avaliacdo da qualidade da carne, especialmente na maciez
(BERTOTTI, 2010). Durante o estado de pré-rigor a impedancia elétrica do
musculo decresce rapidamente, e quando o musculo entra no estado de pos-

rigor ela continua decrescendo de forma mais lenta (LEPETIT et al., 2002).

Uma questao importante que deve ser levada em consideragcdo € que a
carne é eletricamente anisotropica, isso significa que suas propriedades elétricas
mudam de acordo com a direcdo do campo elétrico aplicado e com a frequéncia,
portanto a escolha do local para realizar a medigao deve levar em conta a
orientagdo das fibras musculares e se elas estdo alongadas ou contraidas
SWATLAND (1997).
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Byrne et al. (2000), determinaram as medidas de impedancia elétrica na
carne de bovinos e observaram que essas medidas apresentam uma correlagao
com as caracteristicas de qualidade da carne. A associagéo da degradacao da
membrana celular pode ocorrer pelo fato de que parte do fluido intracelular
passa para o meio extracelular, aumentando a condutividade. Rubensam (2000)
observou que a impedancia da carne tem uma elevada correlagdo com o pH nas

primeiras 24h.

3.6.9. Desnaturagao protéica (DSC)

E uma técnica de caracterizacdo do material através da medicdo de
temperatura e fluxos de calor associados com a transicdo do material e
determina a tolerancia dos extremos de temperatura utilizados para desnaturar
as proteinas. A transicdo térmica ocorre quando € aplicado o calor e resulta na
desnaturacdo da molécula de proteina. Muitos alimentos sofrem diversos
tratamentos térmicos durante seu transporte, processamento e preparagao,
como a refrigeracdo, congelamento, pasteurizagdo, defumacédo etc. Estes
tratamentos resultam em mudangas das propriedades fisico-quimicas, logo
havera um significativo impacto na qualidade do produto final (BOYE et al.,
2004).

PARK e LANIER (1989) investigando a desnaturagao proteica em filés de
tilapia (O. aureus) observaram que a miosina sofreu desnaturagao a temperatura
de 58,3°C e para a actina 78,6°C. MONTERREY-QUINTERO e SOBRAL (2000)
para tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) encontraram valores de desnaturagéo
da miosina (54,4°C) e da actina (75,9°C).

Estudos de desnaturagdo proteica com o filé de linguado (S. maximus)
demonstraram que a desnaturagdo da miosina ocorreu a 45,2°C e da actina a
71°C (CHEVALIER et al., 2001). O peixe fresco requer maior quantidade de
energia para desnaturar totalmente as proteinas em relagdo ao peixe congelado,

0 que implica que o processo de congelamento desnatura algumas proteinas
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musculares, provavelmente devido a formacdo de cristais de gelo (BADII e
HOWELL, 2002).

3.6.10. Degradacgao do ATP e seus cataboélitos

A degradacao do ATP ocorre ap6s a morte do pescado quando todas as
reservas de fosforo terminam e o ATP nao pode mais ser regenerado, e segue
uma rota degenerativa regulada por enzimas do tecido muscular (TAVARES;
GONCALVES, 2011). Inicia-se o processo de degradac&o dos nucleotideos,
que ocorre de maneira concomitante e interligada com a evolugdo do glicogénio.
O pH muscular encontra-se acido o que ira inibir ou catalisar algumas enzimas, e
interferir nas mudancgas que irdo ocorrer no musculo (CONTRERAS-GUSMAN,
1994). Tém sido propostos dois mecanismos de degradacdo do ATP em peixes

como mostra a Figura 3.2.

Hx + Ribose

5
1 2 3 4
(A) ATP ADP AMP IMP —— HxR
6 Hx + Ribose-
Pi Pi

NH, P 1-fosfato

Adenosina Adenosina  Adenosina Inosina Inosina ) )
Trisfosfato  Difosfato  Monofosfato Monofosfato Hipoxantina

(B) ATP T1> ADP-%» AMPT3-> AdRT4> HXR —— = Hx
Pi Pi Pi NH,

Adenosina Adenosina  Adenosina  Adenosina Inosina  Hipoxantina
Trisfosfato  Difosfato  Monofosfato

Figura 3.2 Mecanismos de degradacao do ATP.

A sequéncia degradativa nos dois mecanismos inicia-se com a perda do
fosfato terminal do ATP até formar o AMP. A reacdao ATP até IMP é rapida e
pode ocorrer antes que o pH muscular torne-se constante. A passagem do IMP
para HXR e depois Hx € mais lenta e pode variar de acordo com a espécie e
condigdes de estocagem. A hipoxantina (Hx) € o ultimo derivado do ATP e um
dos mais pesquisados tantos nos mecanismos bioquimicos quanto biolégicos,

por ser um indicador de frescor em pescados in natura, ou seja, apenas nos
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primeiros momentos do armazenamento (CONTRERAS-GUSMAN, 1994;
TAVARES; GONCALVES, 2011).

Outro indicador de frescor em pescados € o valor K, que mede a extensao
da quebra do ATP. Baseia-se na determinacdo de compostos resultantes da
degradacgao do ATP (ADP, AMP, IMP, inosina e hipoxantina). Quando o valor K
€ menor que 5%, de maneira geral indica que o pescado estda muito fresco,
valores K entre 5% e 20%, indicam que o pescado ainda esta fresco e pode ser
consumido, os valores K entre 20% e 60% indicam que o pescado deve ser
submetido a cocgao antes de ser consumido ou processado e valores K entre
60% e 80% indicam sinais de putrefacgdo (CONTRERAS-GUSMAN 1994;
HAARD, 2002; OGAWA e MAIA 1999).

3.6.11. Cor Instrumental

A coloragcdo da carne € um dos principais fatores que afeta a sua
comercializagdo, uma vez que o consumidor utiliza esse atributo sensorial para
avaliar a sua qualidade. A CIE (Commission International de I'Eclairage) define a
cor como sendo o atributo visual que compdem uma combinacédo de conteudos
cromaticos e acromaticos e ndo depende somente da cor fisica do alimento, mas
também do seu tamanho, forma e estrutura (CANEQUE e SANUDO, 2000).

Alguns fatores intrinsecos podem afetar os pigmentos do musculo, como
a espécie, a idade, sexo e tipo de alimentacdo. Condi¢des de pré e pds-abate
também podem modificar a aparéncia da cor, como o estresse, a temperatura da
camara frigorifica pode reduzir o pH, e processos de oxidagdo e oxigenagao
(CANEQUE e SANUDO, 2000). TUCKEY et al. (2012) demonstram em seu
estudo com pargo (P. auratus), que a analise da cor € uma poderosa ferramenta,
para monitorar o status metabodlico dos tecidos apresentando uma forte
correlacdo com a bioquimica muscular. A avaliagdo simples da cor do musculo
pode ser suficiente para determinar o estado bioquimico dos peixes pdés-morte.
Esta técnica pode ser amplamente utilizada em industrias de processamento de
pescado como ferramenta no controle de qualidade.
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3.6.12. Textura Instrumental

A textura da carne é determinada por propriedades das estruturas
miofibrilares, conjuntivas e do citoesqueleto, e sdo muito variaveis dependendo
da espécie, sexo, idade e as variaveis bioldgicas e tecnoldgicas (CANEQUE e
SANUDO, 2000).

A textura da carne pode ser avaliada por meétodos subjetivos que séao
testes realizados pelos consumidores, ou por testes objetivos em que se
enquadram os mecanicos (corte, compressao, penetracdo) e os estruturais e
quimicos (ultrassom, fluorescéncia) (CANEQUE e SANUDO, 2000). A textura é
definida como sendo a forga necessaria para provocar ruptura do tecido (colapso
da estrutura 3D) ou clivagem dos filamentos musculares. Efeitos do estresse
pré-abate em peixes tem afetado as propriedades de amaciamento e da textura
(LOVE, 1988). A firmeza da carne € uma caracteristica sensorial bastante
valorizada para os consumidores, sendo também um atributo importante no
momento de executar o processamento dos filés pelas industrias (DUNAJSKI,
1979; HAARD, 2002).

3.6.13. Analise Sensorial

A analise sensorial é definida pela Associagcao Brasileira de Normas
Técnicas (ABNT, 1993) como a disciplina cientifica usada para evocar, medir,
analisar e interpretar reagdes das caracteristicas dos alimentos e materiais,
como sdo percebidas pelos sentidos da visdo, olfato, gosto, tato e audicdo. E
considerado um dos métodos mais antigos e confiaveis para avaliar o estado de
frescor no pescado. Largamente empregado em industrias de processamento do
pescado para garantir a inspecao e o controle de qualidade. Sua rapida e facil
execucao permite avaliar varios lotes de matéria-prima e do produto acabado
num curto espago de tempo (SANT'ANA; FREITAS, 2011).

Como a anadlise sensorial € um método subjetivo, ela pode ser

influenciada por varios fatores externos que cercam o local da avaliagao.
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Portanto as informagbes da analise sensorial devem ser somadas aos dados
obtidos pelas analises fisico-quimicas e microbioldgicas, para completar os
dados sobre a qualidade do produto (SANT’ ANA, 2011).

Alguns métodos sdo largamente utilizados para avaliar o frescor em
peixes, como a escala “Torry”, um método pioneiro que utiliza quatro sentidos
(visdo, olfato, paladar e tato) (TORRY RESEARCH STATION, 1989). O
esquema proposto pela Unido Europeia (EU) utiliza uma escala de qualidade,
que estabelece o grau de frescor para espécies de peixes economicamente
importantes, além de crustaceos e lulas (NUNES et al.,, 2007). O método do
indice de Qualidade (MIQ) propde a avalicdo sensorial individual para cada
espécie de peixe, levando em conta que cada espécie apresenta diversas

formas de demonstrar seus indicadores de deterioracdo (HYLDING et al., 2007).

O bem-estar em peixes, bem como o efeito de métodos de abate sobre a
qualidade da carne ainda € um assunto que apesar de ser relevante, € ainda
pouco difundido no Brasil. Mais estudos devem ser realizados como forma de
proporcionar protocolos que garantam o bem estar aos peixes no momento do

abate, assim como ja existe para mamiferos e aves.
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4. OBJETIVO GERAL

Avaliar a eficiéncia de diferentes métodos de insensibilizagdo aplicados
em tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) utilizando a eletronarcose, choque
térmico e o controle com anestésico e seus efeitos sobre as alteracbes na

qualidade da carne resfriada e congelada.

4.1. Objetivos especificos

a) Verificar o efeito da insensibilizacdo por eletronarcose e avaliar as variaveis
comportamentais, resposta aos estimulos e reflexos clinicos, para selecionar os

melhores parametros elétricos.

b) Avaliar o efeito de diferentes métodos de insensibilizacdo (choque térmico,
eletronarcose e o controle com anestésico) em tilapia do Nilo resfriadas a 4°C e
estocadas por 25 dias através dos parametros indicadores de qualidade da

carne; fisicos, quimicos, microbiologicos e sensoriais.

c) Avaliar os diferentes métodos de insensibilizacdo (choque térmico, eletronarcose
e o controle com anestésico) através dos parametros indicadores da qualidade
dos filés de tilapia do Nilo congelados a -40°C e estocados durante 180 dias a -
18°C.
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6. CAPITULO |
INSENSIBILIZAGAO ELETRICA EM TILAPIA DO NILO
(Oreochromis niloticus): AVALIACAO DOS PARAMETROS
COMPORTAMENTAIS, RESPOSTA AOS ESTIMULOS E
REFLEXOS CLINICOS.

6.1.RESUMO:

Diversos métodos utilizados para insensibilizar os peixes, expdéem 0s animais a
dores e sofrimentos desnecessarios. Estudos vém propondo métodos de
insensibilizacdo que garantem o bem-estar e praticas humanitarias de abate aos
peixes. A eletronarcose € uma técnica rapida e causa aparentemente menos
sofrimento, entretanto ha necessidade de ajustar as condi¢ées do campo elétrico
para assegurar que nao ocorram danos a carcaga. O objetivo deste estudo foi
avaliar diferentes voltagens (100 e 200 volts) e tempos de exposi¢ao (20, 40 e
60 s) ao choque elétrico, como método de insensibilizacdo em tilapia do Nilo
(Oreochromis niloticus); e pretendeu-se avaliar o bem-estar em tilapias do Nilo
por meio de parametros comportamentais, resposta aos estimulos ou reflexos
clinicos, avaliagdo sensorial e cor instrumental. Os testes comportamentais
foram capazes de indicar o estado de inconsciéncia da tilapia e mostraram que
as melhores combinacbes de corrente elétrica e tempo de exposicdo para
insensibilizar o maior numero de peixes foi de 100 e 200 volts durante 60s. O
teste de ordenagcao mostrou que a intensidade hemorragica nos filés, coloracao
avermelhada, foi mais intensa para os filés do tratamento de 200V/60s e menos
intensa para os filés do tratamento 100V/40s. A auséncia da rotagéo dos olhos e
da respiracao ritmica mostraram que os peixes dos tratamentos 100V/60s,
200V/40s e 200V/60s apresentaram escores proximos a zero entre 0 e 1 min,
portanto estavam seguramente insensibilizados. O tempo considerado mais
seguro para realizar o abate, onde a maioria dos parametros avaliados (natagéo,
equilibrio, manipulacdo, picada, rotacdo dos olhos e movimento opercular)

estavam ausentes, foi de até 1 min apds a insensibilizacdo. O tratamento que
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garantiu condigbes de bem-estar aos peixes e proporcionou aos filés menores

intensidades da coloragao vermelha foi 100V/60s.

Palavras-chave: tilapia do Nilo, abate humanitario, eletronarcose

6.2. ABSTRACT:

Several methods used for stunning/killing, expose animals to unnecessary pain
and suffering. Studies have been proposing stunning methods that ensure the
welfare and humanitarian slaughter practices to fish. The electronarcosis
technique is rapid and apparently causes less suffering, however there is a need
to adjust the electric field conditions to avoid damages to the carcass. The aim of
this study was to evaluate different voltages (100 and 200 volts) and exposure
times (20, 40 and 60 s) to electric shock as a method of stunning/killing in Nile
tilapia (Oreochromis niloticus); and to assess the welfare in Nile tilapia through
behavioral parameters, response to stimuli or clinical reflexes, sensory evaluation
and instrumental color. Behavioral tests indicated the state of unconsciousness
of tilapia, and showed that the best combination of voltage and exposure time
was 100 and 200 volts for 60 seconds to stun the largest amount of fish.
Ordering test showed that the hemorrhagic intensity in the fillets, red color, was
more intense for the fillets of the treatment 200V / 60s and less intense for the
fillets of 100V / 40s treatment. The absence of rotation of the eyes and rhythmic
breathing showed that fish of treatments 100V/60s, 200V/40s and 200V / 60s
with scores near zero between 0 and 1 min, therefore were safely stunned. The
time considered safer to carry out the slaughter, where most of the evaluated
parameters (swimming, balance, handling, sting, rotation of the eyes and
opercular movement) were absent was up to 1 min after stunning. The treatment
100V / 60s ensured welfare conditions for fish and provided fillets with lower

intensities of red.

Keywords: Nile tilapia, humanitarian slaughter, electronarcosis

43



6.3.INTRODUGAO

Métodos de insensibilizagdo adequados, aliados ao bom manejo pré-abate,
sdo considerados praticas “humanitarias” dentro do conceito de bem-estar animal
(LAMBOOLUWJ et al., 2002). Utilizando a combinacdo de alguns indicadores, para
avaliar o bem-estar animal, algumas medidas simples podem ajudar na solugéo
deste problema complexo, como o fornecimento adequado de ragao ao animal, de
modo que ele ndo sinta fome ou sede, o local onde sera alojado deve ser cdmodo
para facilitar o movimento e apresentar conforto térmico. Os animais devem estar
saudaveis, livre de doencas, lesdes, ou qualquer tipo de dor causada por praticas
inadequadas de manejo (VILANOVA, 2008).

O bem-estar em peixes ndo deve ser avaliado somente no momento do
abate, mas nas diversas situagdes que antecedem essa etapa, como no momento
da captura, durante o transporte, na recepcéo no local de abate, e na densidade de
estocagem (EFSA, 2004). E importante executar essas praticas de forma
cautelosa e rapida, para assegurar o bem-estar até o0 momento do abate e garantir
boa qualidade da carne.

Muitos métodos utilizados pelas industrias para insensibilizar e abater os
peixes sdo em sua maioria, considerados estressantes, como divulgou a FAWC
(1996) em seu relatério sobre bem-estar. Desta forma, ha incentivo a comunidade
cientifica mundial para realizar diversas pesquisas sobre os métodos de abate mais
humanitarios. Para um método de abate ser considerado humanitario, deve
insensibilizar instantaneamente os animais, havendo perda imediata e completa da
atividade cerebral para que eles permanegam insensiveis a dor ou sofrimento
(EEC, 1993). Segundo Kestin et al. (2002) a rapidez com que o método escolhido
insensibilize o peixe € que vai demonstrar se ele € ou ndo considerado um método
humanitario.

Dentre os varios métodos de insensibilizagado existentes, a eletronarcose é
uma das técnicas mais estudadas, nas diversas espécies de peixes (NORDGREEN
et al.,, 2008) e pode ser considerada humanitaria por ser rapida e causar
aparentemente menos sofrimento em relagédo as demais técnicas. A vantagem do
metodo € a manipulacdo de grandes lotes de peixes, e pode ser realizada dentro
da agua, com a aplicacdo de uma corrente elétrica, ou pode ser aplicada de forma

individual, diretamente na cabega do peixe (EFSA, 2009). A técnica afeta
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diretamente o sistema nervoso central (SNS) produzindo espasmos musculares
rapidamente alternados que provocam o bloqueio dos impulsos nervosos (KOOI,
1978).

A eletronarcose € uma técnica que ainda necessita de maiores estudos para
ser bem executada, porque ainda n&o existem padrdes pré-determinados para as
variaveis de voltagem, intensidade da corrente e do tempo de exposi¢cédo para cada
espécie de peixe (NORDGREEN et al., 2008; ROBB; ROTH, 2003). De acordo com
Lines et al. (2003), o estudo destas variaveis € importante na prevengao de alguns
efeitos indesejaveis, como a ruptura de ossos e hemorragias no musculo, no

momento da insensibilizagao.

Alguns estudos demonstram a eficiéncia da eletronarcose em relagao aos
demais métodos de abate. Lambooij et al. (2006), atordoando o bagre africano
(Clarias gariepinus) com agua e gelo a temperatura de 0,1°C durante 30 min
observaram um comportamento de natacao rapida e tentativa de fuga, seguido de
caimbras musculares e taquicardia, concluindo que o peixe estava consciente e
estressado. Quando os animais foram expostos ao choque elétrico, ocorreu a
perda imediata de consciéncia, com a aplicagcdo de uma corrente de 300V durante
1s, portanto a eletronarcose € um método que insensibiliza esta espécie de forma
instantanea. Em carpa comum (Cyprinus carpio L.), a aplicagdo de 411V por 5s,
combinados com resfriamento em agua e gelo, demonstraram que o procedimento
é eficaz para o abate em carpas, quando comparados com a percussao craniana,
realizada com uma pistola, na qual foram observadas ondas cerebrais em alguns
animais apos o atordoamento (LAMBOOIJ et al., 2007).

O atordoamento elétrico realizado em claresse (Heteroclarias sp.) e bagre
africano (Clarias gariepinus), utilizando 150V durante 5s, seguido de refrigeracéo e
decapitacdo demostrou que esses peixes permaneceram inconscientes por até
124s apos o atordoamento (SATTARI et al., 2010). Roth et al. (2006), verificaram
que a aplicagdo de 5V em salméao do Atlantico (Salmo salar) é suficiente para
estimular o sistema nervoso central. Para garantir maior eficiéncia do método de
insensibilizacdo, Roth et al. (2012) propdem que € necessario utilizar, para o

salmao do Atlantico (Salmo salar) 60V por 6s.
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Métodos de insensibilizacdo testados em trutas, aplicando a eletronarcose
com uma tensdo de 166V e 250V a 1000Hz durante 60s, demonstraram que 166V,
foi menos eficiente para prolongar o estado de inconsciéncia dos peixes sendo
observado que 50% dos animais recuperaram muito rapidamente a respiragao,
enquanto a 250V nenhum dos animais recuperou a respiracao. Portanto a maior
voltagem garantiu as trutas um abate humanitario, e proporcionou elevados

padrdes de qualidade da carcaca (LINES et al., 2003).

A aplicagdo de alguns métodos de atordoamento vem sendo utilizado com o
uso de eletroencefalograma (EEG) como ferramenta para avaliagdo e validagao
das respostas da fungédo cerebral, uma vez que essa técnica ja é bastante
empregada para mamiferos e aves (GREGORY, 2005). No entanto, essa técnica é
bastante complexa e demorada para ser executada, e mostra-se pouco adequada
para ser aplicada no campo, como em industrias, pisciculturas, ou mesmo em
barcos de captura (ROBB et al., 2000).

As observagbes comportamentais tém sido amplamente utilizadas para
avaliar a inducdo dos métodos ao abate em mamiferos e aves (GREGORY, 1987).
O nivel de consciéncia e da fungio cerebral foram deduzidos a partir de uma série
de observagdes estruturadas em comportamentos auto iniciados. Alguns sinais sao
frequentemente observados em peixes como indicadores de mudangas do
comportamento, os quais fornecem uma estimativa do estresse sofrido pelo animal
durante a insensibilizacdo. Sao avaliados por meio da capacidade de natacao
espontanea, movimento das branquias, capacidade de manter o seu equilibrio,
movimento dos olhos seguido por rotagdo no eixo longitudinal, reagdo a pungao
com agulha ao longo da linha lateral (MARX et al., 1997; TOBIASSEN;
SORENSEN, 1999).

Segundo Anil (1991) reflexos mediados pelo tronco encefélico como a
respiragao ritmica ou o reflexo da cérnea, sado largamente utilizados na avaliagéo
de respostas de mamiferos e aves em procedimentos de abate. Esses reflexos séao
os ultimos sinais a serem perdidos durante praticas de insensibilizacdo e os
primeiros a serem recuperados apos a insensibilizagdo (GREGORY; WOTTON,
1983). Quando ocorre a auséncia total desses dois reflexos, conclui-se que o

animal esta seguramente insensibilizado (ANIL, 1991). Portanto, alguns métodos
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robustos e simples podem ser utilizados para avaliar o nivel da funcéo cerebral em
peixes por meio de uma série se observacbes comportamentais, propostas por
Kestin et al. (2002).

O objetivo deste estudo foi testar diferentes voltagens e tempos de exposi¢cao
a eletronarcose, como método de insensibilizagao em tilapia do Nilo e avaliar as
variaveis comportamentais, resposta aos estimulos ou reflexos clinicos, para
selecionar os melhores parametros elétricos que garantiram as melhores condigdes

de bem-estar durante o abate.

6.4. MATERIAL E METODOS

Utilizou-se 63 exemplares de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus), com
peso médio de 629,2+115,93g e comprimento 29,72+1,52cm, adquiridos em uma
piscicultura comercial. Os peixes foram transportados vivos até o Laboratorio de
Aquicultura da Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos (USP), onde
foram alojados em dois tanques de alvenaria com capacidade de 5000L de agua e

renovacao constante, por 48h antes dos testes.

Os parametros de qualidade da agua foram verificados com o auxilio da
sonda multi-parametro (Horiba), os quais mantiveram-se constantes ao longo dos
ensaios, pH 5,79, oxigénio dissolvido 4,76mg/L e temperatura da agua 27,5°C. A
insensibilizacao foi realizada em uma caixa plastica de 120L, com agua salinizada
a 0,03% e condutividade elétrica pré-ajustada em 700uS, e corrente alternada
(AC), com frequéncia de 60Hz. Para gerar o campo elétrico na caixa com agua
utilizou-se duas placas de aluminio (65 x 35 cm de largura) colocadas em duas
paredes da caixa, a uma distancia de 49 cm, e em cada placa foi acoplado um
eletrodo, que estava conectado ao equipamento. Foram testados 6 tratamentos de
insensibilizagdo utilizando a eletronarcose, (100 e 200 volts) e tempos de
exposicao (20, 40 e 60 s) e o controle com a utilizagdo de benzocaina, na
proporcao de 1g para 10L de agua, dissolvida em alcool 70% e misturada numa
caixa com capacidade de 120L de agua. Para cada tratamento utilizou-se 9 peixes,
distribuidos em lotes de 3 peixes cada.
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ApOs a insensibilizagdo cada peixe foi transferido para uma caixa plastica,
contendo 120L de agua, onde avaliaram-se o0s parametros comportamentais:
natacdo e equilibrio; resposta aos estimulos: manipulagdo e picada e reflexos
clinicos: movimento opercular e rotagdo dos olhos. A cada atributo foi dado um
escore de 0 a 2, onde: 0 auséncia total reflexos; 1 reflexos parciais e 2 reflexos
normais, de acordo com a metodologia proposta por Kestin et al. (2002), (ANEXO
[). Observagbes na mudanca de cor do corpo e dos olhos, também foram

registrados.

A avaliagdo foi realizada por 3 pessoas devidamente treinadas em
intervalos de 1 minuto durante 10 min. Ao término de cada teste a maioria dos
peixes ja havia retomado parte dos seus reflexos e foram insensibilizados por
solucdo de agua e gelo, propor¢cao (1:1) até a perda total dos reflexos e
posteriormente realizou-se a sangria com corte dos arcos branquiais, como método

de abate. Na sequéncia, os peixes foram pesados, medidos e filetados.

Os filés foram submetidos ao teste sensorial de ordenacao (ABNT, 1994),
no qual foi apresentado aos 9 julgadores, 6 bandejas com 6 amostras em cada
uma, codificadas com 4 digitos, solicitando a ordenagao crescente de acordo com o
atributo hemorragia no filé. A analise estatistica do teste de ordenacdo foi
realizada pelo teste de Friedman (p<0,05). Os dados obtidos foram avaliados pela
Tabela de Newell e Mac Farlane (1987), ao nivel de 5 % de significancia. As
amostras que apresentaram uma diferenga igual ou maior que 27, entre a

somatoria dos resultados, apresentam diferenca (p <0,05) entre si.

Os filés também foram submetidos a analise de cor instrumental usando
um colorimetro portatil HunterLab (Miniscan XE), operando com iluminante D65,
angulo de 10° e célula de medida com abertura de 30 mm. Foram usados os
parametros de cor de Luminosidade (L*) varia de 0 a 100 (preto a branco);
parametro (a*) varia do verde (-) ao vermelho (+); parametro (b*) varia do azul (-)
ao amarelo (+) (CIE, 1978). Para cada filé foram realizadas 3 medidas na regido
acima da linha lateral, no sentido da cabeca para a cauda.

Para a analise comportamental, o delineamento experimental foi
inteiramente casualizado com fatorial de 6 paréametros (natagdo, manipulagéo,

movimento opercular, rotacdo dos olhos, picada e equilibrio do corpo) em 11
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tempos observados (0, 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9 e 10), e 3 repetigdes por tratamento.
Quando verificado efeito significativo nas médias de comportamento e cor
instrumental, aplicou-se o teste de Tukey a nivel de 5% de significancia, com o
programa SAS, versao 9.1 (2004).

6.5.RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante a aplicagdo da eletronarcose, 0s peixes apresentaram
imobilidade instantadnea ocorrida em funcédo da perda imediata dos reflexos durante
a geracao do campo elétrico. Foi possivel observar que a maioria dos peixes
apresentou mudanca em sua coloragdo. A tilapia do Nilo utilizada neste estudo
apresenta coloragdo caracteristica acinzentada com listras em tons mais escuros
ao longo do corpo, mas no momento da aplicagcdo do choque elétrico, sua cor
tornou-se mais clara, aspecto esbranquicado e as suas nadadeiras erigadas.

Durante os testes comportamentais foi possivel observar que os peixes
também modificavam a coloragdo dos olhos, sendo possivel quantificar essas
mudangas por meio de estimativas de porcentagem. A coloragdo do corpo
predominante na maioria dos peixes foi a clara, apresentada em 73% dos animais
analisados. Foi avaliada a presenca ou auséncia de listras ao longo do corpo, e
constatou-se que 53,19% dos peixes né&o apresentaram listras. A coloragdo dos
olhos dominante foi a clara com 73,40% dos animais.

A sinalizagao visual é considerada o principal meio de comunicacdo em
peixes, principalmente nos ciclideos, que possuem a capacidade de mudar a
coloracdo do seu corpo, de forma muito rapida. Isso ocorre em resposta a luz,
temperatura ou a estimulos neuro-hormonais, entre outros, e este fenbmeno é
mediado pelo controle do sistema nervoso e hormonal que atua na expansao e
contragdo das células cromatdcitas que sintetizam e armazenam os pigmentos
(NELISSEN, 1991; HULSCHER-EMEIS, 1992), e que foi alterado pela aplicagao do
campo elétrico.

De acordo com Barreto e Volpato (2006) o estresse social pode
concomitantemente aumentar os niveis do hormbnio alfa estimulador de

melandcito, (a-MSH) que modula a dispersédo das células cromatécitas, resultando
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na alteragcdo da coloracdo da pele dos peixes e pode ocorrer efeito semelhante
sobre a cor dos olhos (HOGLUND et al., 2000).

Durante a avaliagdo comportamental, notou-se que alguns animais
apresentaram espasmos musculares de forma esporadica ao longo do corpo € a
maioria dos peixes ja iniciava uma lenta recuperagado dos movimentos operculares.
Na Tabela 6.1 é apresentada a avaliacdo dos parametros comportamentais, na
qual podemos observar que o maior numero de animais totalmente ou parcialmente
insensibilizados foi nos tempos entre (t0) e o (t1) min, ou seja, proximos do escore
0, tornando-se mais evidente nos tratamentos 100V/60s, 200V/40s e 200V/60s.

Van de Vis et al. (2001), utilizando corrente alternada em enguias (A.
anguilla) observaram que os reflexos visuais mantiveram-se ausentes por um
tempo médio de 85s. Lines et al. (2003), aplicando uma corrente elétrica em trutas
(O. mykiss) demostraram que a insensibilizagdo pode ser alcangada em até 1s, e o
prolongamento dessa exposigdo aumenta o estado de inconsciéncia.

Estudos avaliando diferentes intensidades de correntes demonstraram
que a utilizacdo de uma frequéncia de 400 Hz foi menos eficiente, em relagcédo a 50
Hz para induzir a inconsciéncia prolongada em trutas (ROBB et al.,, 2002) e o
tempo de recuperacédo em 50Hz foi significativamente maior do que a 400 Hz.
Estes autores sugerem que o campo elétrico aplicado ao longo do corpo do peixe e
nao apenas na cabeca, foi mais eficaz para garantir uma rapida insensibilizacao,
pois afeta as fungdes fisioldgicas de varios érgédos, como o coragao.

Robb e Roth (2003) observaram que para o salmao do Atlantico (S. salar)
voltagem de 200V por 1s, resultou em recuperacao dos reflexos visuais mais rapida
do que quando testado 50V por 3s e 25V por 12s. Isso demonstra que a aplicagao
de maiores voltagens e menores tempos de exposi¢ao resultaram numa retomada
mais rapida dos reflexos, do que quando aplicada menores voltagens e maiores
tempos de exposicao.

Foi possivel observar na Figura 6.1, que os parametros de rotagdo dos
olhos e movimento opercular dos peixes expostos a um campo elétrico por tempos
mais prolongados, demostraram maior eficacia em garantir a insensibilizacédo de

um numero maior de peixes.
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Tabela 6.1 Avaliagao dos parametros de natacao, equilibrio, manipulacao, picada, rotacdo dos olhos e movimento opercular em
tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus).

Voltagem/tempo Escores de recuperagao ao longo do tempo (min)
de exposigao (Volt/s) t0 t1 t2 t3 t4 t5 t6 t7 t8 t9 t10
100/20 1,44 3,11° 477 5552 588% 5772 544® 555 5552 5227 5552
100/40 1,88° 3,333  4202% 488" 511% 5112 5112 5222 577% 577% 5,443
100/60 0,55 2,55° 3,88% 5332 566 511 577° 577° 5332 555 5332
200/20 1,22  3.44% 5222 5337 5557 5228 5442 5222 5222 5222 5@g?
200/40 0,44%  322%  477% 511% 5228 544® 544 566° 5557 5337 5442
200/60 0 2,33 344% 35 5202 5662 5772 577° 588 566° 5,772
Anestésico 6,002 5,002 313> 1,75° 0,87° 0,25° 0,00° 0,00° 0,00°6 0,006 0,00°

Médias com a mesma letra na mesma coluna néo diferem estatisticamente ao nivel de 5% de significancia de acordo com o
teste de Tukey. O erro padrao para os dados apresentados foi de 0,31.
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Entre os tratamentos testados foi possivel verificar por meio da rotacéo
dos olhos e da respiracédo (observada pelo batimento opercular) que os tratamentos
que apresentaram escores proximos a zero nos tempos entre 0 e 1 min foram
100V/60s, 200V/40s e 200V/60s, como mostra a Figura 6.1). Se a rotacdo dos olhos
e a respiragao estiverem ausentes, € seguro afirmar que o peixe esta insensibilizado
(KESTIN et al., 2002).

A100V/60s ©200V/60s [1200V/40s

A N
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Figura 6.1 Recuperagcdo do movimento opercular e rotagdo dos olhos em tilapia
do Nilo, utilizando diferentes voltagens.

Na maioria dos tratamentos foi possivel observar que quando se reiniciou a
respiracao ritmica de forma lenta, paralelamente, ocorreu o reflexo da cérnea em um
ou nos dois olhos do peixe, portanto, o retorno desses dois reflexos foi verificado de
forma simultanea. Na sequéncia foi observado o retorno do reflexo de picada, onde
na medida em que a agulha era passada ao longo da linha lateral do corpo,
observava-se que 0s peixes erigavam as nadadeiras, e quando eram postos na agua
de cabecga para baixo ja havia um pequeno reflexo para retomar o seu equilibrio.

Kestin et al. (1995), apds avaliarem atordoamento elétrico em truta arco-iris
(O. mykiss) relataram que os peixes encontravam-se numa fase ténica com padrao
cerebral epileptiforme, demonstrando auséncia dos movimentos operculares,
portanto estavam seguramente inconscientes e insensibilizados. De acordo com

KESTIN et al. (2002) utilizando esses parametros comportamentais € possivel
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avaliar um grande numero de peixes e verificar a eficiéncia do método de
insensibilizacao.

O teste de ordenacéo realizado para avaliar a intensidade hemorragica nos
filés de tilapia (Tabela 6.2) demonstrou que houve diferengas significativas entre os
tratamentos 100V/40s e 200V/60s, sendo que a maioria dos avaliadores classificou a
maior voltagem como sendo a responsavel por causar um aumento de hemorragias
nos filés, sendo notada pela presenca da coloragao avermelhada. A menor voltagem
foi classificada como sendo a menos hemorragica, apresentando filés com coloragao
mais clara (Tabela 6.2). Todos os peixes submetidos ao tratamento anestésico e a
menor voltagem de 100V, independentes dos tempos de exposigdo ao campo
elétrico apresentaram coloragao mais clara em seus filés. De forma geral, os peixes

submetidos a maior voltagem apresentaram filés mais escuros.

Tabela 6.2 Médias do teste de ordenagao de cor nos filés de tilapia do Nilo

Tratamentos Somatoério
100V/20s 36%°
100V/40s 25°
100V/60s 31%
200V/20s 37%°
200V/40s 32%
200V/60s 52°

* Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca estatistica (p<0,05) segundo o método de
Friedman

De acordo com Roth et al. (2004) e Lines e Kestin (2005) a forga de
contragdo muscular sofrida pelos peixes durante a eletronarcose, pode causar
danos na coluna vertebral, lesionando a aorta dorsal bem como as veias e causar
hematomas no filé. O risco de ocorrer essas lesdes depende do tipo de corrente,

frequéncia e da intensidade do campo elétrico utilizado.
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Figura 6.2 Filés de tilapia do Nilo utilizados para analise sensorial e cor
instrumental.

A cor instrumental ndo apresentou diferengas significativas entre os
tratamentos (p>0,05). Os valores médios para (L*) luminosidade, (a*) intensidade
de vermelho e (b*) intensidade do amarelo, foram 30,83 £+ 2,03, -2,13 £+ 0,79 e -
0,50 £ 0,96, respectivamente. SCHERER et al. (2006) também ndo observaram
variagdbes nos parametros de cor instrumental na carne da carpa capim

(Ctenopharyngodon idella) submetida a eletronarcose e ao choque térmico.

6.6. CONCLUSOES

Os testes comportamentais foram capazes de discriminar o estado de
consciéncia da tilapia do Nilo. As combinag¢des de voltagens e tempos de
exposicao mais eficientes para insensibilizar a maioria dos peixes foram 100 e
200 Volts durante o tempo de 60 segundos.

Por meio da avaliagdo sensorial foi possivel observar que nos filés dos
peixes atordoados com a maior voltagem ocorreu maior intensidade da coloragao
vermelha, portanto recomenda-se utilizar o tratamento de 100V/60s para
insensibilizar as tilapias do Nilo.

O tempo considerado mais seguro para realizar o abate, com base na
perda de todos os parametros comportamentais foi de até 1 minuto apds a

insensibilizagao.
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6.9.ANEXO |

Parametros Comportamentos Escore
avaliados
Natagao (observar comportamento Natagao normal 2
natacéo espontanea)
Natacgao lenta/anormal 1
Sem natacao 0
Manipulacgao (tentativa de pegar pela Vigorosa tentativa de 2
cauda) escape
Resposta lenta 1
Sem resposta 0
Movimentos operculares (observar Movimento regular do 2
movimentos operculares na agua ou no opérculo
ar) Movimento lento e irregular 1
Sem movimentos 0
operculares
Rotacao dos Olhos (movimento dos Olhos rolam e tentativa de 2
olhos quando o peixe € girado ao longo ficar na vertical
do eixo longitudinal) Parcial VOR ou somente 1 1
olho mostrando VOR
Olhos fixos 0
Picada (picada na linha lateral) Movimentacgao 2
Resposta lenta 1
Sem resposta 0
Equilibrio (inverter o peixe e observar Rapida retomada 2
resposta de corregéo na agua)
Vagarosa retomada 1
Incapaz de retomar a 0

posicao
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7. CAPITULO I
AVALIAGAO DA QUALIDADE DA CARNE RESFRIADA DE
TILAPIA DO NILO (Oreochomis niloticus) SUBMETIDA A TRES
METODOS DE INSENSIBILIZAGAO

7.1.RESUMO:

O objetivo deste estudo foi avaliar diferentes métodos de insensibilizagao, choque
térmico, eletronarcose e anestésico em tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus)
estocadas refrigeradas a 4°C durante 25 dias sobre os parametros de qualidade
de carne. Foram avaliados pH muscular e ocular, medidas dielétricas, contracéo
muscular, rigor mortis, cor e textura instrumental, teor de Bases Nitrogenadas
Volateis (BNV) e Nitrogénico Nao Protéico (NNP), analises microbiolégicas, ATP e
seus catabdlitos, e analise sensorial, realizados no tempos amostrais de zero (0);
0,11; 0,21; 1; 7; 14; 18; 22 e 25 dias. Os peixes submetidos aos trés métodos de
insensibilizagao testados, apresentaram a entrada no estado de rigor mortis aos 7
dias de estocagem, concomitante com redugdes dos valores de pH muscular,
ocular e dos niveis de ATP no musculo. Os valores da medida dielétrica, textura
instrumental, o conteudo de BNV e NNP apresentaram comportamentos bastante
similares entre os tratamentos, com reducgdes de seus valores ao longo do tempo
de estocagem. O indice de frescor K e a analise sensorial dos peixes
demonstraram que a tildpia refrigerada apresentou em até 7 dias de
armazenamento, bom estado de frescor. A analise microbioldgica confirmou que o
abate e o processamento foram realizados de forma higiénica, evitando o
crescimento de microrganismos indesejaveis. Conclui-se que a eletronarcose foi o
método que garantiu de forma instantdnea a insensibilizacdo dos peixes,
garantindo condigdes de bem-estar durante procedimentos de abate em tilapia do
Nilo.

Palavras-chave: tilapia do Nilo, andlise sensorial, qualidade da carne, frescor
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7.2.ABSTRACT:

The objective of this study was to evaluate different methods of stunning/killing,
thermal shock, electronarcosis and anesthetic, in Nile tilapia (Oreochromis
niloticus) stored refrigerated at 4 °C for 25 days on the quality parameters of the
filet. Were assessed by muscle and ocular pH measurements, dielectric
measurements, muscle contraction, rigor mortis, color and instrumental texture,
Volatile Nitrogen Bases (VNB) and Non-Protein Nitrogen (NPN), microbiological
analysis, ATP and its catabolites, and sensory analysis; sampling was performed
at time zero (0); 0.13; 0.21; 1; 7; 14; 18; 22 and 25 days. The three methods
tested entered in the state of rigor mortis after 7 days of storage with concomitant
reductions in muscle and ocular pH, and ATP levels. Results of the dielectric
measurement, instrumental texture, content of VNB and NPN showed similar
behavior between treatments, with reducing values over the storage time. The
freshness index K and sensory analysis of fish showed that refrigerated tilapia
presented within 7 days of storage, good state of freshness. Microbiological
analysis confirmed that the slaughter and processing were performed hygienically,
preventing the growth of undesirable microorganisms. It is concluded that
electronarcosis was the method that ensured instantaneously stunning the fish,

ensuring welfare conditions for stunning/killing procedures in Nile tilapia.

Keywords: Nile tilapia, sensory analysis, meat quality, freshness
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7.3.INTRODUGAO

A aquicultura é o setor zootécnico que mais cresceu nos ultimos anos e
deve ser uma atividade direcionada a produg¢ao de alimentos seguros, e de forma
sustentavel. Com o continuo crescimento da aquicultura industrial no mundo,
aumentaram as discussdes sobre o potencial negativo que esta atividade pode
gerar, em termos de agressbes ao meio ambiente, e as questbes sobre as
praticas adotadas para preservar o bem-estar dos peixes.

Muitos procedimentos aplicados na aquicultura propiciam condigdes
estressantes aos peixes, como elevada densidade de estocagem, dietas nao
balanceadas, ma qualidade da agua, praticas de selecdo, manejo, captura e
transporte e procedimentos de abate (POLI et al., 2005). Praticas aplicadas no
manejo pré-abate e no abate de peixes oriundos da aquicultura e seus efeitos
sobre a qualidade da carne tornaram-se objeto de estudos crescente em todo o
mundo.

Varias pesquisas vém sendo desenvolvidas sobre a aplicagao de diferentes
métodos de abate e condigcdes 6timas de conservagao e processamento, para
garantir boa qualidade da carne. Muitos métodos de insensibilizacdo e abate
utilizados nos peixes, nao sao considerados humanitarios do ponto de vista do
bem-estar animal. Esses métodos sao caracterizados por causarem diversas
reacoes de desconforto, além de provocar o sofrimento, em decorréncia da perda
da sensibilidade de forma lenta (ROBB, 2001; ROBB; KESTIN, 2002). Como
consequéncia, causam reagoes de asfixia, espasmos musculares, morte por
agonia prolongada, entre outros, o que pode causar danos prejudiciais e
irreversiveis a qualidade da carne (POLI et al., 2005). Para garantir o bem-estar
dos peixes no momento do abate, € essencial aplicar métodos de atordoamento
apropriados (VAN DE VIS et al., 2003).

No Brasil, o procedimento comercial de abate mais utilizado em frigorificos
de peixes € a imersdo dos animais em solugado de agua e gelo ou por asfixia em
gelo, métodos que comprovadamente ndo causam a perda imediata da fungao
cerebral (EFSA, 2009). Esse método atua na redugdo da temperatura corporal,

reduzindo a atividade muscular e deixando os peixes paralisados pelo frio. Nesse
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meétodo de insensibilizagdo os peixes morrem por anoxia, pela agua gelada que
colapsa as branquias (SKJERVOLD et al., 2002). Um estudo realizado com bagre
africano (Clarias gariepinus) demonstrou que a baixa atividade cerebral e perda
de respostas a estimulos de dor foi observada apds 15 min de exposigcao do peixe
a solugao de agua e gelo (LAMBOOLJ et al., 2006).

Anestésicos sao utilizados para executar muitos procedimentos de rotina
em pisciculturas, porque atuam de forma rapida e causam o efeito de narcose,
que provoca nos peixes um estado de inconsciéncia e imobilizagao, aliviando os
animais de qualquer tipo de dor (ZAHL et al., 2012). Alguns pesquisadores
utilizando o anestésico como método de insensibilizagdo e abate para o linguado
do senegal (Solea senegalensis), constataram que a sedagdo demostrou ser uma
boa forma de insensibilizagcao para esta espécies (RIBAS et al., 2007).

Em estudos utilizando anestésicos eugenol e isoeugenol em peixes
conclui-se que o anestésico € seguro e eficaz, e provoca a eutanasia em varias
espécies de peixes (HOLLOWAY et al.,, 2004; IVERSEN et al., 2003). Efeitos
sobre a eficacia do anestésico foram observados durante praticas de captura e
manejo, e na sequéncia quando os peixes foram abatidos, observou-se que
ocorreu atraso na entrada do estado de rigor mortis e a qualidade da carne foi
mantida (JERRETT et al., 1996; MISIMI et al., 2008). Embora seja eficaz o uso de
anestésico para insensibilizar os animais antes do abate, varios estudos de
comportamento relatam que ele pode induzir o peixe a uma resposta de estresse
(ZAHL et al., 2012). O uso de anestésico para insensibilizar ou abater peixes,
causa residuos quimicos na carne do animal, portanto torna-se um método
inviabilizado para o uso em peixes destinados ao consumo.

O atordoamento elétrico € um método de insensibilizacdo que age de forma
muito rapida, com a passagem da corrente elétrica através da cabega do animal e
estimula todas as regides do cérebro, resultando em um insulto epileptiforme
generalizado, onde o animal torna-se incapaz de responder aos estimulos
nervosos (EFSA, 2009).

Embora o atordoamento elétrico seja recomendado e utilizado em peixes
de varios paises da Europa, alguns cuidados em relagdo aos ajustes dos
parametros devem ser realizados durante a aplicagdo da eletricidade. Pode-se
citar o tipo de corrente (AC - alternada, DC - continua), a frequéncia da corrente e

intensidade do campo elétrico e o tempo de exposigdo (ROTH et al., 2004; LINES
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e KESTIN, 2005), para evitar possiveis hemorragias causadas no musculo pelo
forte estimulo elétrico (HAUCK, 1949), podendo assim, comprometer a qualidade
do produto final (ROBB; ROTH, 2003; LINES; KESTIN, 2004; POLI et al., 2005).

Lambooij et al. (2010) demonstraram que o atordoamento elétrico, quando
executado em condigdes adequadas, insensibiliza o salmdo em menos de 1s, e
pode ser considerado um procedimento humanitario, para atordoar um grande
numero de peixes (LINES et al., 2003; ROBB et al., 2002).

Durante praticas de insensibilizacdo e abate realizados em aves e
mamiferos, quando foram adotados procedimentos para melhorar o bem-estar
animal, verificou-se que a qualidade da carne foi otimizada (LAMBOOIJ et al.,
2006). Em algumas espécies de peixes de cultivo, tais como a enguia (MORZEL e
VAN DE VIS, 2003) e o pregado (MORZEL et al., 2003), quando foram aplicados
procedimentos para reduzir o estresse no momento da abate, ocorreu influéncia
positiva sobre a qualidade da carne.

O presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito de diferentes
métodos de insensibilizacdo (choque térmico, eletronarcose e o controle com
anestésico) aplicados em tilapia do Nilo e resfriadas a 4°C e estocadas por 25
dias, através dos parametros indicadores de qualidade da carne, fisicos,

quimicos, microbiolégicos e sensoriais.

7.4.MATERIAIS E METODOS

Utilizou-se 81 exemplares de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus),
com peso medio de 671,84+194g e comprimento 32,90+2,85cm, adquiridos em uma
piscicultura comercial. Os peixes foram transportados vivos até o Laboratério de
Aquicultura da Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos (USP). Foram
alojados em dois tanques de alvenaria com capacidade de 5000L de agua cada com

renovagao constante, e mantidos sob jejum por 48h antes dos testes.
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7.4.1. Métodos de insensibilizagao

Trés métodos de insensibilizacdo foram testados, utilizando-se 27 peixes para

cada tratamento:

a) Eletronarcose: foi realizado dentro de uma caixa plastica com capacidade de
120L de agua salinizada a 0,03% e condutividade elétrica pré-ajustada em
700uS. O campo elétrico foi gerado por duas placas de aluminio (65 x 35 cm
de largura) colocadas em duas paredes da caixa, a uma distancia de 49 cm, e
em cada placa foi acoplado um eletrodo, que estava conectado ao
equipamento. Foi aplicada uma tensao elétrica de 100 V durante 60s, corrente
alternada (AC), frequéncia de 60Hz e amperagem de 4,0 A.

b) Choque térmico: uma mistura de agua e gelo na propor¢ao de (1:1) totalizando
o volume de 80L de solugao, realizada numa caixa plastica com capacidade
de 120L.

c) Anestésico: a benzocaina foi dissolvida em alcool 70% e posteriormente foi
misturada numa caixa com capacidade de 120L de agua na proporgéao de 29

de benzocaina para 10L de agua.

ApOs a exposicdo dos peixes aos diferentes métodos, foi constatada a
insensibilizacdo a partir do momento que ocorreu a auséncia dos reflexos
mediados pelo tronco encefalico, como a rotagdo dos olhos ao longo do eixo e o0
movimento  opercular (ANIL,1991). Para complementar a avaliagdo
comportamental, realizou-se a picada, com o auxilio de um alfinete ao longo da
linha lateral do peixe, no sentido da cauda para a cabeca. Na sequéncia foi
realizado o abate dos peixes pelo corte dos arcos branquiais, ocorrendo a

sangria.

7.4.2. Procedimento Experimental

Apods a morte, todos os peixes foram medidos com o auxilio de um ictibmetro,

pesados em balanga digital e identificados com etiquetas e submetidos a afericdo do
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indice de Rigor Mortis inicial. Na sequéncia foram acondicionados em caixas
isotérmicas com camadas alternadas de gelo e peixe que foram estocadas em
camara fria a 4,0°C durante 25 dias. A amostragem foi realizada em trés peixes de

cada tratamento, sendo retirados aleatoriamente em cada tempo amostral.

7.4.3. Métodos analiticos

7.4.3.1 indice de rigor mortis (IR)
O indice de Rigor Mortis foi determinado em cada ponto amostral em (zero)
0, 0,13; 0,21; 1; 7; 14; 18; 22 e 25 dias em trés peixes de cada tratamento. Foi

medido de acordo com Bito et al. (1983) e calculado de acordo com a equagao:

D—-D
IR(%) =%* 100

Onde:

D, = Distancia inicial da nadadeira caudal a partir de uma linha horizontal
da mesa, medida imediatamente apds a morte.

D = Distancia inicial da nadadeira caudal a partir de uma linha horizontal da
mesa, medida em determinado tempo apods a determinacéao de D,,.

7.4.3.2 pH muscular e ocular

A medida do pH foi realizada em (zero) 0; 0,13; 0,21; 1; 7; 14; 18; 22 e 25
dias, diretamente no musculo ao lado esquerdo do peixe na regiao dorsal com a
insercdo do eletrodo em trés pontos e o pH ocular foi medido diretamente no
globo ocular esquerdo, utilizando um peagédmetro de puncao portatil (Sentron

1001 Integrated Sensor Technology).

7.4.3.3 Medidas dielétricas
As medidas dielétricas foram realizadas em trés peixes de cada tratamento
do lado esquerdo em 0; 1; 7; 14; 18; 22 e 25 dias, com o auxilio do equipamento
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Fish Freshness Meter — Distrell's Torrymeter (Distell.com/FauldHouse — Scotland),
o qual converte as medidas elétricas da integridade celular em uma escala de

leitura.

7.4.3.4 Indice de Alteragao dos Filés

A alteracdo foi medida em trés filés direitos de cada tratamento retirados no
momento do abate (Oh). Esses filés foram colocados sob uma superficie plana
protegidos com filme plastico, refrigerados em estufa (BOD TE 390, Tecnal), a
4°C. As medidas de comprimento e largura foram tomadas nos seguintes tempos
0; 0,13; 0,21; 1; 7; 14; 18; 22 e 25 dias, com o auxilio de um paquimetro digital
(Starret 799° series). O indice de contragao do filé foi calculado de acordo com a

equacao:

100
U Contracio = 100 — (C = -
o

Onde:

C=comprimento final do filé

Co=comprimento inicial do filé

7.4.3.5. Bases Nitrogenadas Volateis (BNV) e Nitrogénio Nao Protéico (NNP)

As Bases Nitrogenadas Volateis foram determinadas de acordo com a
metodologia de Howgate (1976) e o Nitrogénio Nao Protéico de acordo com
Horwitz (1980). Realizados em triplicata de trés filés esquerdos de cada
tratamento nos tempos de (zero) 0; 1; 7; 14; 18; 22 e 25 dias. Os valores de BNV
e NNP foram expressos em mgN/100g filé. Os resultados foram calculados de

acordo com as seguintes equacdes:

volume HCL * Normalidade HCL = 14 « volume extrato TCA = 100

BNV =
25 * (peso amostra)
NNP — volume HCL + Normalidade HCL # 14 * volume extrato TCA = 100
20 + (peso amostra)/ | (peso amostra) * umldacﬁgescada] + volume extrato TCA
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7.4.3.6 Coloragéo instrumental e textura

A cor instrumental foi avaliada em trés filés direitos, nos quais foram
determinados trés pontos na porg¢ao dorsal do filé. Foram realizadas com um
colorimetro HunterLab (Miniscan XE), operando com iluminante D65, &ngulo de
10° e célula de medida com abertura de 30 mm. Foram usados os parametros de
cor, luminosidade L* varia de 0 a 100 (preto a branco); parametro a* varia de

verde (-) ao vermelho (+); e o parametro b* do azul (-) ao amarelo (+) (CIE, 1978).

A textura instrumental foi realizada na porgao dorsal de trés filés direitos,
de cada tratamento, com o auxilio de um texturémetro TA.XT icon (Stable Micro
Systems, Surrey, U.K.), calibrado com peso padrao de 5kg, utilizando uma probe
de aluminio (SMS P/20) com velocidade de 2,0 mm/s e altura plataforma 20mm. A
variavel calculada foi a forga de compressao (N) utilizando 40% de compresséao
da altura do filé. Esse parametro foi calculado pelo software do equipamento
(Exponent Lite Express, v 4.0, 13,0). A cor e a textura instrumental foram medidos
aos 1;7; 14; 18; 22 e 25 dias.

7.4.3.7 Degradacéo do ATP e seus catabolitos

Para esta analise nos periodos amostrais de (zero) 0; 0,13; 0,21; 1; 7; 14;
18; 22 e 25 dias, foram retirados 1 g de musculo na parte dorsal de trés filés
esquerdos de cada tratamento. O musculo foi homogeneizado com 10mL de
solucdo de acido perclorico 0,6M com o auxilio do ultraturrax (IKA-T25) por 20
segundos a 18.000 rpm. A solugao foi filtrada em papel filtro (Whatman n°1) e
600uL do filtrado foi retirado e adicionado a 600uL de solugédo tampao fosfato (pH
7,6) dentro de microtubos tipo ependorfe, os quais foram centrifugados por 3
minutos e o sobrenadante foi retirado e armazenado em freezer para 0 momento
da leitura. A leitura foi realizada de acordo com Burns et al. (1985), em
cromatodgrafo liquido de alta precisdo (High Precision Liquid Cromatography)
HPLC, a fase movel utilizada foi a solugdo de KH,PO,4 a 0,6 M, operando com
fluxo de 1,4mL/min em uma coluna analitica de fase reversa (RPS8MPLC). Os
padroes utilizados para obter a retencdo de cada metabolito foram: Hipoxantina
(Hx), Adenosina trifosfato (ATP), Adenosina monofosfato (AMP), Inosina

monofosfato (IMP), e Inosina (INO), adquiridos na forma purificada (Sigma
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Aldrich). O valor de K que expressa o estado de degradacgéo foi calculado de

acordo com Saito et al. (1959), pela seguinte equacéo:

[INO] + [Hx]

K(%) = [ATP] + [ADP] + [IMP] + [INO] + [Hx]

100

7.4.3.8 Analise sensorial

A avaliagao sensorial foi realizada nos peixes inteiros e nos filés apés a
filetagem, em intervalos de 1; 7; 14; 18; 22 e 25 dias, foi realizada por seis
pessoas habituadas a manipulacao de peixes, de acordo com esquema oficial da
Unido Europeia (Regulamento da Uni&do Europeia, CEE 103/76 modificado pelo
Regulamento 2406/96), no qual estabelece quatro niveis de frescor que foram

convertidos em valores numéricos, como mostra a Tabela 7.1.

Tabela 7.1 Niveis de qualidade do pescado de acordo com o Regulamento da
Unido Européia.

Escores Categoria
0 O = Deteriorado
1 B = Sem frescor, rangcoso
2 A = Fresco
3 E = Extra fresco

7.4.3.9 Analise microbioldgica

Foi realizada em trés filés esquerdos de cada tratamento, dos quais retirou-
se 25g de amostra dos filés e colocou em um saco bag esterilizado e adicionou-
se 225 mL de agua peptonada estéril e homogeneizou-se durante 2 minutos no
aparelho Stomacher (Lab Blender 400). Na sequéncia realizaram-se as diluiges
decimais seriadas em 9 mL de agua peptonada. O plagueamento foi realizado em

duplicata nas diluigdes 107", 10 e 107 utilizando o sistema rapido Compact Dry.
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Para investigagdo de coliformes totais e fecais foram incubadas em meio
Compact Dry EC por 24h de 35 a 37°C, quando verificadas colbnias azuis
(coliformes fecias) e de cor magenta (coliformes totais). A investigagdo de
Staphylococcus aureus, foi realizada utilizando o mesmo procedimento descrito
acima e quando foram encontradas col6nias tipicas de cor azul, realizou-se o
teste da coagulase, retirando coldnias tipicas com o auxilio de uma alga de platina
esterilizada e transferiu-se para um tubo com Caldo Infusdo Cérebro Coragao
(BHI). Incubou-se por 24h a 35°C, apds 24h transferiu-se 0,2mL da cultura do
Caldo BHI para um tubo esterilizado e adicionou-se 0,5mL de Coagu-plasma
hidratado, incubou-se a 37°C e observou-se a cada hora se houve a formacao de
coagulo.

Para a investigagado da Salmonella sp realizou-se o pré-enriquecimento da
amostra, onde a solugdo de 225 mL de agua peptonada com 25g de amostra
permaneceram em estufa durante 24h de 35 a 37°C, posteriormente pipetou-se
0,1mL da amostra pré-enriquecida na placa sistema rapido Compact Dry SL e na
sequéncia aplicou-se 1mL de agua estéril na mesma placa, incubou-se por 24h
de 41 e 43°C, apds realizou-se a contagem.

Os procedimentos e a interpretagdo dos resultados foram realizados
conforme recomendagao do Manual Compact DRY®, sendo que para a contagem
das colbnias tipicas investigadas neste estudo foram expressas em Log 10 de
Unidades Formadoras de Colénias por grama (Log UFC/g) (AOAC, 2009).

7.4.4. Analise Estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com trés tratamentos
ao longo do tempo, para as analises de Rigor Mortis, contragéo do filé, pH ocular,
pH muscular, ATP, ADP, AMP,IMP,INO,Hx, as quais foram realizadas em (0O;
0,13; 0,21; 1; 7; 14; 18; 22 e 25 dias), BNV, NNP e medida dielétrica aos (0; 1; 7;
14; 18; 22 e 25 dias), para os parametros de cor ( L*, a* b*) e a textura
instrumental (1; 7; 14; 18; 22 e 25 dias). Foi realizada analise de variancia
(ANOVA) com desdobramento de interagcédo entre tratamento x tempo, com nivel
de significancia a 5%. Quando ocorreram diferencas significativas entre as médias
dos tempos foi realizado o estudo de regressao como polinémio de até 3° grau.

70



Foi aplicado o teste de TUKEY ao nivel de 5% de significancia, para comparar as
meédias dos tratamentos, utilizando o PROC GLIMMIX do SAS University Studio,
versao 3.1 basic (2012/2014). A estatistica da analise sensorial foi realizada com
o teste de normalidade de D'Agostino, com analise de variancia (ANOVA) em
esquema fatorial (avaliador x tempo) para cada tratamento e atributo avaliado. Foi

aplicado o teste de TUKEY ao nivel de 5% de significancia.

7.5.RESULTADOS E DISCUSSAO

7.5.1. Parametros de qualidade de agua e insensibilizacdo dos peixes.

Os parametros de qualidade de agua foram monitorados durante a
aplicagdo dos meétodos de insensibilizagdo, choque térmico, anestésico e
eletronarcose em tilapias do Nilo. Apds a aplicagdo dos métodos, foi possivel
observar o comportamento dos peixes e monitorar 0 momento que ocorreu a

insensibilizagcdo aparente na maioria dos animais (Tabela 7.2).

Tabela 7.2 Parametros de qualidade de agua durante a insensibilizagao dos
peixes aplicando trés métodos.

Tratamentos
Anestésico Choque térmico Eletronarcose

T.1. (min) 30 24 1
T (°C) Inicio 28 1,1 28

Fim 27 1,5 27
OD (mg/L) Inicio 5,8 7.9 5,2

Fim 3,9 6,7 4,2
Cond (mS) Inicio 0,015 0,011 0,702

Fim 0,038 0,033 0,705
pH Inicio 5,56 5,30 5,35

Fim 5,50 5,80 5,75
Salinidade Inicio 0,00 0,00 0,03

Fim 0,00 0,00 0,03

T.I=tempo de insensibilizagdo aparente, T(°C)=temperatura da &gua,
OD=oxigénio dissolvido, Cond=condutividade elétrica da agua.
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Em todos os métodos de insensibilizacdo foi possivel observar que os
parametros de qualidade de agua medidos no inicio e ao término da aplicagéo de
cada tratamento apresentaram pequenas oscilagdes. No tratamento do choque
térmico houve um aumento do pH de 5,30 para 5,8, da condutividade elétrica,
0,011 para 0,033mS, e da temperatura de 1,1 para 1,5°C. O oxigénio dissolvido
apresentou uma reducédo de 7,9 a 6,7 mg/L, no entanto todos os parametros
estavam dentro dos resultados esperados.

Na eletronarcose e no anestésico as temperaturas mantiveram-se
semelhantes (no inicio 28°C e ao término da aplicagdo 27°C). O oxigénio
dissolvido apresentou niveis adequados para a tilapia (KUBITZA, 2000) em
ambos os tratamentos, variando de 5,35 a 5,75mg/L na eletronarcose e 5,56 a
5,50 mg/L para o anestésico. A salinidade para o tratamento da eletronarcose foi
ajustava em 0,03% de forma proposital para melhorar a condutividade elétrica do
meio, ajustada a 0,700uS/cm.

A insensibilizacdo aparente foi constatada nos peixes no momento em que
cessaram os batimentos operculares e houve a auséncia da rotagado dos olhos ao
longo do eixo longitudinal. No tratamento da eletronarcose a imobilizacdo dos
peixes ocorreu de forma instantanea, no momento em que o campo elétrico foi
estabelecido. Os animais expostos ao choque térmico apresentaram algumas
tentativas de fuga nos primeiros minutos dentro da solugdo de agua e gelo, e
apdés 24 minutos foi constatado que todos os peixes estavam totalmente
insensibilizados. No tratamento com anestésico os peixes apresentaram alguma
tentativa de fuga, e apdés 5 minutos a maioria dos animais ndo apresentava
qualquer sinal de movimento, a insensibilizacdo de todos os peixes ocorreu apos
30 minutos, de exposicao.

Lambooij et al. (2002) insensibilizando enguias (Anguilla anguilla) e
Lambooij et al. (2006), insensibilizando bagre (Clarias gariepinus) em agua e gelo,
observaram por eletroencefalograma (EEG), que nas duas espécies houve baixa
atividade cerebral e ndo houve respostas a estimulos de dor, apds a exposicao
dos peixes por 13 minutos em agua e gelo.

Zampacavallo et al. (2014), insensibilizando robalo (Dicentrarchus labrax)
com agua e gelo observaram nos peixes um comportamento de natagdao durante
os dois primeiros minutos. Na sequéncia ocorreu a perda de equilibrio, onde os

peixes encontravam-se na posigao vertical com o seu abdémen exposto para
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cima e a cabega voltada para o fundo da caixa, e houve a redugao dos batimentos
operculares. Apos 3 minutos todos os peixes estavam imoveis, mas reagindo a
estimulos.

Panagiotis et al. (2013), avaliando o comportamento de robalo
(Dicentrarchus labrax) em mistura de agua e gelo, verificaram que os peixes
perderam a consciéncia e a sensibilidade apos 10 minutos de exposi¢do. Foi
possivel verificar esse comportamento pela auséncia da respiragao, rotacdo dos
olhos, e de resposta a estimulos dolorosos, bem como a perda de equilibrio.

Na tabela 7.3 esta apresentado o Valor — p de cada variavel, obtido na

analise de variancia ANOVA com nivel de significancia de 5%.

Tabela 7.3 Valor - p, para cada variavel avaliada entre os tratamentos, ao longo
do tempo e interacédo de tratamento x tempo.

Valor — p
Variaveis Tratamento Tempo Interagdo (tratamento x tempo)
Rigor mortis 0,4633 0,0001* 0,0617
pH muscular 0,0233~ 0,0001* 0,0225*
pH ocular 0,2176 0,0001* 0,0034*
Medida dielétrica 0,4371 0,0025* 0,7045
Contracao do filé 0,758 0,9922 0,4715
BNV 0,8077 0,0001* 0,0005%
NNP 0,106 0,0001* 0,0001*
Textura instrumental 0,8201 0,0001* 0,5961
Parametro L* 0,3809 0,0001* 0,0048*
Parametro a* 0,0116* 0,0001* 0,0868
Parametro b* 0,0326* 0,0001* 0,0851

* Indica a significancia em nivel de 5%, na analise de varidancia ANOVA

7.5.2. Rigor mortis

A evolugao do rigor mortis apresentou diferencas significativas (p<0,05)
para os tempos de estocagem. Entre os trés tratamentos foi possivel observar um
comportamento dos dados semelhante ao longo do tempo, explicado por uma
regressao e equacgao de terceiro grau (Figura 7.1). Aos 7 dias de estocagem,
todos os peixes encontravam-se em rigor mortis pleno, e esse estado
permaneceu durante 7 dias de estocagem, sendo que aos 14 dias de estocagem,

todos os peixes ja encontravam-se no estado de pos-rigor mortis.
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Acerete et al. (2009), comparando procedimentos de abate: asfixia, CO, e
asfixia em gelo, verificaram que o aparecimento do rigor mortis foi semelhante nos
trés métodos testados, alguns individuos asfixiados com gelo entraram no estado
de rigor mortis pleno, mais rapidamente. Este fato provavelmente ocorreu devido
ao alto consumo de energia do ATP em etapas que antecedem o abate, portanto
o indice de rigor mortis pode ser um indicador do estado de estresse sofrido pelo
animal no momento da sua morte.

A entrada no rigor mortis estad associada ao processo de acidificacdo
causada pela producdo de acido lactico no tecido muscular durante a fase que
antecede a morte. A grande atividade fisica e o estresse prévio aos métodos de
insensibilizacado/abate elevam o consumo das reservas de glicogénio muscular a
custa do ATP (BAGNI et al., 2007).

Gasco et al. (2014), reportaram no abate utilizando o choque elétrico em
tinca (Tinca tinca) valores para o rigor mortis de 83,96%, medidos as 24h apds a
insensibilizacdo e foram bastante proximos aos encontrados nesse estudo para
os trés tratamentos. Parisi et al. (2002), abatendo robalo (Dicentrarchus labrax)
com o choque térmico e estocando os peixes a 1°C, verificaram que os peixes
mantiveram a sua condi¢ao de rigor mortis pleno durante 11 dias, entretanto os
orgaos internos ja demonstravam sinais de deterioragdo, enquanto os peixes
conservados a 4°C demonstraram maiores perdas da qualidade na parte externa

quando comparado com a interna.

¢ Choque térmico, anestésico e eletronarcose

y =0,0205x>-0,8997x% + 11,338x + 59,72
R?=0,7542

IR (%)
(o]
o

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26

Estocagem (dias)

Figura 7.1 indice de rigor mortis em tilapias do Nilo, insensibilizadas com choque
térmico, anestésico e eletronarcose.
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7.5.3. Medidas de pH muscular e pH ocular

O pH muscular apresentou diferengas significativas (p<0,05) entre os
tratamentos, os tempos de estocagem e na interagdo tratamento x tempo. Na
Figura 7.2 é possivel observar o comportamento do pH ao longo do tempo para
os trés tratamentos, sendo que o estudo de regresséo e as equagdes quadraticas,
mostram o comportamento dos dados ao longo do tempo. No momento do abate,
quando foram realizadas as primeiras medi¢des dos valores de pH, foi observado
que encontravam-se na faixa préxima a neutralidade (7,0) e apos 1 dia de
estocagem, os valores de pH muscular apresentaram uma redugcdo de seus
valores, concomitante com a instalagdo do rigor mortis. A partir dos 22 dias de
estocagem, o pH muscular voltou a subir e esse aumento pode estar relacionado
com o0s primeiros sinais de atividade de microrganismos deterioradores no
musculo.

Roth et al. (2012), também observaram quedas nos valores de pH
muscular em salm&o do Atlantico (Salmo salar) insensibilizando com percussao
craniana e eletronarcose, constataram que ocorreu a entrada do estado de rigor

mortis 3h, apds o abate.
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Figura 7.2 Médias do pH muscular em tilapia do Nilo resfriada a 4°C e estocadas
durante 25 dias.

De acordo com Poli et al. (2005), o estresse severo em etapas que
antecedem o abate, esgotam as reservas energéticas do musculo, produzindo

mais acido lactico e reduzindo o pH muscular. Pedrazzani et al. (2009),
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insensibilizando tilapias do Nilo por seccdo da medula e termonarcose,
verificaram que valores iniciais de pH muscular estavam elevados 7,2 e 7,3. Apds
trés horas do abate, os valores decresceram e permaneceram na faixa de 6,6 a
6,9 durante dez horas.

Duran et al. (2008), abatendo trutas arco-iris (Oncorhynchus mykiss) e
carpas (Cyprinus carpio) encontraram valores iniciais de pH muscular aplicando o
método de percussao craniana entre 6,46 e 6,81 e asfixia entre 6,37 e 6,72, em
trutas e carpas, respectivamente. Apds 24h de abate, observaram que ocorreram,
reducdes nos valores de pH muscular nos dois tratamentos, devido ao acumulo
de acido latico no musculo.

Sattari et al. (2010), atordoando claresse (Heteroclarias sp.) e bagre
africano (Clarias gariepinus) encontraram valores de pH muscular muito similares
aos observados neste estudo com tilapia. Os peixes atordoados com o choque
elétrico apresentaram em 0 e 24h um decréscimo no valor de pH de 6,97 para
6,57. Matos et al. (2010), testando diferentes métodos de insensibilizagcdo em
dourada (Sparus aurata), observaram valores de pH mais elevados no momento
do abate, para o anestésico e choque térmico (6,54 e 6,67), em relagdo a mesma
medida tomada as 48h apds o abate (6,41 e 6,35), respectivamente. Lefévre et al.
(2008) reportaram que a redugao do pH muscular em peixes ocorre entre 24 e 48
horas p6s-morte.

O pH medido no liquido ocular foi realizado com o objetivo de
complementar a mensuracédo do pH muscular. Acredita-se que essa medida pode
ser um indicador de deterioragdo do pescado (PARISI et al., 2002; POLI et al.,
2005). Na Figura 7.3, houve diferenga significativa (p<0,05) entre os tempos de
estocagem e na interagao tratamento x tempo. Observou-se que os valores de pH
ocular, encontram-se elevados no momento do abate, apresentando valores
proximos a neutralidade.

Aos 7 e 14 dias de estocagem, ocorreu um decréscimo nos valores do pH
ocular, comportamento semelhante ao observado no pH muscular. Essa reducgao
simultdnea pode ser explicada devido a entrada no estado de rigor mortis. A
medida que o tempo de estocagem avangava aos 18, 22 e 25 dias foi possivel
observar um aumento nos valores do pH ocular, chegando a valores préximos a
neutralidade, onde provavelmente esse aumento tenha ocorrido em fungdo da

atividade microbiana e das reag¢des de autolise no globo ocular.
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Figura 7.3 Médias do pH ocular de tilapias do Nilo, resfriadas a 4°C e estocadas
por 25 dias.

De acordo com o estudo de Vargas et al. (2013), aplicando diferentes
meétodos de insensibilizagdo em matrincha (Brycon cephalus), as medidas de pH
ocular tomadas no momento do abate apresentaram valores elevados para o
tratamento da eletronarcose (7,27) e choque térmico (7,00). Ao longo do tempo de
estocagem houve reducbes nos valores do pH ocular. Parisi et al. (2002),
realizando medi¢cdes de pH ocular em robalo (Dicentrarchus labrax), observaram
que houve diferencgas entre o pH muscular (6,52) em relagéo ao ocular (6,71) que

apresentou valor mais elevado.

No estudo de Zampacavallo et al. (2014), na qual foram aplicados
diferentes métodos de insensibilizagcdo em robalo (D. labrax), os valores de pH
ocular foram elevados no momento do abate (Oh) para os tratamentos de choque
térmico (7,48) e eletronarcose (7,48), e nas primeiras horas apos o abate 3h, 5h e
24h ocorreu um decréscimo nos valores de pH para o choque térmico (7,17; 7,05;

6,64) e a eletronarcose (7,02; 6,92 e 6,70), respectivamente.

7.5.4. Medidas dielétricas

A medida dielétrica ou impedancia € a técnica aplicada para avaliar o

frescor da carne de peixes (VIDACEK et al., 2012), medida com o Torrymeter, um
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equipamento que realiza de forma rapida e precisa, a leitura da medida elétrica,
além de ser portatil e de facil aquisicéo, facilita o trabalho de campo (ZHU et al.,
2012). Realiza a medi¢ao da atividade celular numa escala de leitura centesimal e
permite correlacionar as propriedades dielétricas com o frescor do musculo.
Quando ocorre um aumento de fluidos corporais provenientes de deterioragao do

tecido, o indice dielétrico apresenta redugéo (PARISI et al., 2002).

A medida dielétrica apresentou diferencga significativa (p<0,05) nos tempos
de estocagem como mostra a Figura 7.4. Observou-se um comportamento
semelhante entre os trés tratamentos ao longo do tempo, explicado por uma
equacéo linear, onde valores medidos nas primeiras horas apresentaram-se mais
elevados, indicando que o grau de frescor dos peixes estava alto. A medida que
transcorreu o tempo de estocagem dos peixes, ocorreu uma reducao do frescor,

sendo constatada pela queda nos valores da medida dielétrica.
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Figura 7.4 Valores médios da medida dielétrica no musculo da tilapia do Nilo
resfriada durante 25 dias.

Ochrem et al. (2014), avaliando o frescor através da medida dielétrica em
carpa capim (Cyprinus carpio) eviscerada e nao eviscerada e mantida resfriada
por 10 dias, contataram que nao foram verificadas diferengas significativas entre
as duas formas de armazenamento.

Alguns autores sugerem que muitos fatores podem interferir nas medi¢des

realizadas pelo Torrymeter, podendo mostrar dados equivocados, principalmente

78



em peixes descongelados ou armazenados em agua com elevados teores de sal
ou em agua gelada (OEHLENSCHAGER e NESVADBA, 1997).

7.5.5. Indice de alteracao dos filés

A alteracdo do filé “post mortem” é um processo que ocorre quando 0s
niveis de ATP no musculo estdo em fase de esgotamento e os filamentos
proteicos da actina e miosina ligam-se de forma permanente e ocorre a formagao
do complexo de actomiosina, que é uma associagao irreversivel entre a actina e a
miosina, tornando o musculo inestendivel (PEARCE et al., 2011).

Os trés métodos de insensibilizacdo apresentaram percentual de contracéo
e a expansao dos filés, semelhantes, ndo apresentando diferengas significativas
(p>0,05), entre os tratamentos, os tempos de estocagem e na interagao
tratamento x tempo, tanto para o comprimento quanto para a largura dos filés. A
porcentagem de contragdo aumenta a medida que reduz o comprimento e
aumenta a largura do filé, medido ao longo do tempo. Valores meédios de
porcentagem de contragdo e expansado encontradas nesse estudo para os trés
tratamentos foram de 2,60+2,35%.

Santos (2013) utilizando diferentes métodos de insensibilizacdo em tilapia
do Nilo observaram variagbes nas porcentagens de contragdo dos filés, nos
tratamentos da eletronarcose 3,39% e do choque térmico 6,15%. Vargas et al.
(2013), encontraram valores elevados de contragao do filé 9,08% de matrincha
(Brycon cephalus) abatidos pelo choque térmico. Skjervold et al. (2001), utilizando
o CO,; como método de abate em salmao do Atlantico (Salmo salar) verificaram
que a contragao dos filés variou entre 8 a 15%. De acordo com Santos (2008), o
musculo branco de peixes pode contrair-se até 15% em relagdo ao seu tamanho

inicial.

7.5.6. Bases Nitrogenadas Volateis e Nitrogénio Nao Protéico

Determinacdo de Bases Nitrogenadas Volateis tem sido uma medida

utilizada como indicador de qualidade dos produtos pesqueiros armazenados em
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gelo. Quantificam os compostos volateis basicos como a amoénia, metilamina,
dimetilamina, trimetilamina entre outros (RAWDKUEN et al., 2010).

As bases nitrogenadas volateis foram investigadas em filés resfriados de
tilapia do Nilo e diferengas significativas (p<0,05) ocorreram para os tempos de
estocagem e para a interagdo tratamento x tempo. Os valores de BNV
quantificados nos filés (Figura 7.5) apresentaram um comportamento semelhante
nos trés tratamentos, que pode ser explicado por equagdes de primeiro e terceiro
grau. No primeiro dia apos o abate, os valores de BNV apresentavam-se
elevados, nos tratamentos de choque térmico (11,18), anestésico (14,54) e
eletronarcose (14,65 mg/100g) apresentando uma tendéncia a redugdo do
conteudo de BNV ao longo do tempo de estocagem, que podem ser interpretadas
em decorréncia da lixiviagdo dos compostos nitrogenados de acordo com o
meétodo de insensibilizacdo aplicado ou pelo armazenamento refrigerado dos

peixes.

De acordo com Jesus et al. (2001), o conteudo de BNV tem sido utilizado
para estimar objetivamente a qualidade do pescado, onde espera-se que a
medida que as contagens microbianas sejam mais elevadas, os valores de BNV

também aumentam.
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Figura 7.5 Valores de BNV (mg/100g de filé) de tilapia do Nilo resfriada a 4°C e
estocada por 25 dias
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De acordo com Ogawa e Maia (1999), peixes com excelente estado de
frescor, os teores de BNV variam entre 5 a 10mgN/100g, peixes com frescor
razoavel podem atingir 15 a 25 mgN/100g, e 30 a 40 mgN/100g mostram o inicio
do estado de putrefagao, e em niveis acima de 50 mgN/100g o pescado encontra-
se deteriorado. A Legislacédo Brasileira designa que o pescado fresco destinado
para o consumo humano deve apresentar limite maximo de 30 mgN/100g de BNV
(ANVISA, 2000). Os resultados do presente estudo estao abaixo do limite maximo
estabelecido pela legislagao.

No estudo de Leitdo et al (1997), avaliando alteragdes quimicas em pacu
(Piaractus mesopotamicus) e mantidos estocados a 5°C durante 21 dias,
observaram que niveis de BNV no dia zero estava a 17,66mgN/100g e aos 7 dias
esses niveis sofreram uma redugado de 13,33mg/N100g e aos 21 dias de
armazenamento os niveis voltaram a subir, chegando a 22,38mgN/100g. A
justificativa para tais oscilagdes ocorreu em fungdo da atividade microbiana e pela

deterioragao sofrida no muco superficial ao invés do tecido muscular.

Santos (2013) investigando o frescor em filés de tilapia do Nilo verificou
que no dia zero os niveis de BNV estavam elevados nos tratamentos de choque
térmico (22mgN/100g), eletronarcose (24mgN/100g), e CO, (23mgN/100g), e aos
7 dias de estocagem os niveis dos trés tratamentos sofreram redugdes de 15,2,
23,5 e 16mgN/100g, respectivamente. Aos 18 dias de armazenamento, os niveis
de BNV sofreram reducbes nos trés tratamentos chegando a valores muito
similares de 13mg/100g. Esse comportamento dos dados € bastante semelhante
ao observado no presente estudo com a tilapia do Nilo.

Na Figura 7.6 encontram-se os valores encontrados para Nitrogénio Nao
Protéico (NNP), nos quais diferengas significativas (p<0,05) ocorreram entre os
tempos de estocagem, e na interacdo tempo x tratamento. No dia do abate os
niveis de NNP encontravam-se bastante elevados para os tratamentos, choque
térmico (340mg/100g), anestésico (397mg/100g) e eletronarcose (385mg/100g), e
observou-se que ao longo do tempo de estocagem, ocorreram redugdes nos
teores de NNP, devido a lixiviagdo de compostos nitrogenados que ocorreu nos

peixes ao longo da estocagem.
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Segundo Contreras-Gusman (1994) os niveis de NNP para peixes de agua
doce normalmente oscilam entre 300 a 350mg, portanto sdo valores muito

proximos aos relatados nesse estudo.
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Figura 7.6 Valores de NNP(mg/100g) em filés de tilapia do Nilo resfriadaa 4°Ce
submetidas a diferentes métodos de insensibilizagao.

Estudos realizados com tilapia do Nilo, mostram que valores de NNP logo
apo6s o abate (294 mg/100g), quando comparado com o periodo de estocagem de
21 dias, apresentaram uma redugao, atingindo niveis de 208mg/100g (NETTO,
1984). Em outro estudo realizado com tilapia do Nilo, observou-se que valores de
NNP chegaram a 344 mg/100g NNP, logo apés o abate e apdés 16 dias de
refrigeragdo, os niveis reduziram a 258 mg/100g (CONTRERAS-GUZMAN, 1994).

7.5.7. Textura Instrumental

A textura (Figura 7.7) apresentou diferencga significativa (p<0,05) no tempo
de armazenamento. O mesmo comportamento dos dados foi observado nos trés
métodos de insensibilizagdo, sendo que em 24h ocorreram as maiores forgas de
compressao nos filés e ao longo do tempo de estocagem houve uma reducao na

forca de compressao.

Santos (2013), avaliando a textura em filés de tilapia do Nilo, relatou que

valores de forca de compressao foram mais elevados nas primeiras 24 horas para
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peixes insensibilizados com choque elétrico (22,28N), CO, (22,74N) e choque
térmico (29,70N) em relacéo a forga aplicada nos filés aos 26 dias de estocagem
(20,18), (20,72) e (13,30N), respectivamente. Santos (2008) avaliando filés de
linguado (Psetta maxima) observaram que a forgca de compressao apresentou
uma tendéncia a reducdo com o tempo de armazenamento. Esse resultado
demonstra que a medida que o tempo de estocagem avanga, inicia-se a
degradagdo do musculo, tornando-o mais mole e com menor resisténcia a

compressao.

Merkin et al. (2014), atordoando salmao do Atlantico (Salmo salar) com
diferentes métodos, observaram que o armazenamento dos filés contribuiu para
que houvesse uma reducgao na forca de compressao dos filés, analisada ao longo
dos 3, 4, 5 e 6 dias, onde valores foram de 23,9N, 23,2N, 21,4N, e 20,4N,
respectivamente. Rawdkuen et al. (2010), realizando testes de compressao nos
filés de catfish (Pangasianodon gigas), refrigerados durante 14 dias, observaram
que ao longo do tempo de estocagem, houve uma reducdo na forca de
cisalhamento, medidos na parte dorsal dos filés, (140N), (63N) e (58N) medidos

aos 0, 7 e 14 dias, respectivamente.
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Figura 7.7 Forgca de compressao nos filés resfriados de tilapia do Nilo.

Sudrez-Mahecha et al. (2007) verificando a textura no musculo de
matrinx@ (Brycon cephalus) relataram que o amolecimento da carne é um

indicador do processo de deterioragdo, causado pela degradagdo do tecido
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conectivo. Através da analise histoldgica realizada nos filés, observaram que
ocorreram perdas da arquitetura da fibra muscular e degradacdo do colageno
ap6s 12 horas de estocagem a (-3°C) coincidindo com perdas significativas da

textura.

7.5.8. Coloragao do filé

Para os parametros de cor (L*, a*, b*) realizou-se um estudo de regressao,
entretanto, nenhum dos modelos aplicados representou a maioria dos dados
obtidos, portanto eles foram expressos na forma de tabela.

A intensidade do parametro a* (verde ao vermelho) e do valor b* (azul ao
amarelo), apresentaram diferengas significativas (p<0,05) entre os tratamentos e
ao longo do tempo de estocagem. Para o valor de a* (Tabela 7.4) é possivel
observar um comportamento semelhante entre os trés tratamentos, embora a
eletronarcose tenha apresentado a intensidade da cor vermelha mais elevada em
seus filés aos 18, 22 e 25 dias de armazenamento quando comparados ao
choque térmico e o anestésico. Para o valor de b* foi possivel verificar menores

intensidades da cor amarela no primeiro dia de estocagem (Tabela 7.5).

Tabela 7.4 Média da intensidade da cor a*, em filés de tilapia resfriados a 4°C e
armazenados por 25 dias.

Tratamentos
Estocagem (dias)  Choque térmico ® Anestésico ° Eletronarcose *
1 0,230,473 -0,86+0,47%° -0,97+0,47%°
7 -0,94+0,47°° -1,25+0,47" -0,20+0,47°°
14 -1,96+0,47°¢ -1,39+0,47°¢ -1,29+0,47°
18 -0,77+0,47%° -0,68+0,47%° 0,250,473
22 -0,23+0,472 -0,22+0,472 1,7740,472
25 -0,51+0,47% -0,74+0,47% 0,77+0,47%°

Letras minusculas iguais indicam que ndo houve diferenga significativa (p>0,05) entre os tempos. Letras
maiusculas iguais indicam que ndo houve diferenga significativa (p>0,05) entre os tratamentos. Média + erro
padrao

A partir dos 7 dias de armazenamento, ocorreu um aumento da intensidade
da cor amarela nos filés e esse comportamento permaneceu crescente até os 25
dias de estocagem, demonstrando valores mais expressivos para o tratamento da

eletronarcose.
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Tabela 7.5 Média da intensidade da cor b*, em filés de tilapia resfriados a 4°C e
armazenados por 25 dias

Tratamentos
Estocagem (dias) Choque térmico ° Anestésico "° Eletronarcose *
1 3,5+0,5°° 4,4+0,5 2 4,4+0,5
7 5,7+0,5 5,30,5 6,2+0,5
14 4,3+0,5™ 4,8+0,5™ 5,3+0,5%
18 7,30,5° 6,80,5° 7,2+0,5°
22 6,6+0,5° 6,0+0,5° 8,80,5°
25 5,4+0,52° 5,610,52° 7,940,5%°

Letras mindsculas iguais indicam que ndo houve diferenga significativa (p>0,05) entre os tempos. Letras
maiusculas iguais indicam que ndo houve diferenga significativa (p>0,05) entre os tratamentos. Média + erro
padrao

Para a luminosidade (L*), houve diferenca significativa (p<0,05), ao longo
do tempo de estocagem, e na interagdo tempo x tratamento em filés de tilapia

mantidos resfriados a 4°C (Tabela 7.6).

Tabela 7.6 Valores médios das intensidades de L*, em filés de tilapia resfriados a
4°C durante 25 dias de armazenamento.

Tratamentos
Estocagem (dias) Choque térmico ® Anestésico *° Eletronarcose *
1 53,3+1,1%° 57,2+1,1%° 57,6+1,1°°
7 53,5+1,1° 52,9+1,1° 54,041,1°
14 58,6+1,1° 55,3+1,1° 56,0+1,1°
18 62,4+1,1° 60,7+1,1° 58,7+1,1°
22 56,6+1,1°° 53,7+1,1% 53,3+1,1%
25 56,6+1,1° 59,3+1,1° 55,1 +1,1°

Letras mindsculas iguais indicam que ndo houve diferenga significativa (p>0,05) entre os tempos. Letras
maiulsculas iguais indicam que n&o houve diferenga significativa (p>0,05) entre os tratamentos. Média + erro
padrao.

A luminosidade investigada nos filés dos peixes submetidos ao choque
térmico, e avaliados ap6s 1 dia de congelamento apresentavam-se mais escuros,
pelo menor valor de L* (53,2), em relagdo ao anestésico (57,2) e a eletronarcose
(67,5). Ao longo do tempo de estocagem, os filés dos trés tratamentos,
demonstraram aumento gradativo dos valores L* aos 14 e 18 dias de estocagem
para o choque térmico (62,4), anestésico (60,7) e a eletronarcose (58,7), os quais
demostram sinais de opacidade no filé.

Bjgrnevik e Solbakken (2010), avaliando filés de bacalhau (Gadus morhua)

submetidos ao efeito do estresse e sem estresse, observaram que no dia do
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abate e apdés 8 dias de armazenamento, ndo foram verificadas diferencas
significativas entre os tratamentos para o parametro de luminosidade.

A perda de intensidade da cor nos filés pode estar correlacionada com a
temperatura de armazenamento e a bioquimica do tecido. Mostrando que a
analise da cor pode ser uma poderosa ferramenta para indicar o estado
metabdlico pds-morte que se encontram os tecidos (TUCKEY et al., 2012).

Em um experimento com filés resfriados de pargo (Pagrus auratus)
pesquisadores observaram que para os trés parametros (L*, a* b*) ocorreu queda
nos valores, seguido de aumento progressivo ao longo do periodo de
armazenamento. A luminosidade (L*) apresentou reducdo em 48h, o parédmetro
(@*) apresentou reducdo da intensidade de vermelho apés 72h, e o (b¥)
apresentou um declinio entre 48-72h ap6s o armazenamento (TUCKEY et al.,
2012).

7.5.9. Degradacao do ATP e seus catabdlitos

De acordo com Ogawa e Maia (1999) a decomposicdo da adenosina
trifosfato (ATP), é considerada um indicador de frescor bastante confiavel, e logo
apds a morte do animal, ocorre a decomposicdo do ATP a ADP, AMP, IMP, Hx.

Neste estudo o ATP investigado no musculo das tilapias nas primeiras
horas apdés o abate, (0, 3 e 5h), ndo apresentaram diferengas significativas
(p>0,05) entre os trés tempos investigados. Portanto as médias de cada
tratamento sdo representadas na Figura 7.8.

De acordo com Zampacavallo et al. (2014) testando diferentes métodos de
insensibilizacdo e abate em robalo (D. labrax) o tratamento de choque térmico
apresentou altos valores de ATP muscular no momento do abate, podendo
demostrar que foi o tratamento que causou menor sofrimento e estresse aos
peixes. Portanto para o estudo com tilapia do Nilo, foi possivel perceber que o
tratamento com anestésico apresentou os maiores niveis de ATP muscular no
momento do abate e estes niveis permaneceram elevados até as 3h,
demonstrando ter sido o método de insensibilizacdo que pode ter causado menor

estresse e sofrimento aos peixes.
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Figura 7.8 Valores de ATP muscular, investigado nas primeiras horas apés o
abate (0, 3 e 5h) em tilapia do Nilo refrigerada a 4°C

Em 24h apos o abate os tratamentos choque térmico e eletronarcose
mantiveram niveis de ATP elevados (11,03 pmol/g) e (12,05umol/g),
respectivamente, sendo que o tratamento anestésico continuou apresentando
reducdes dos niveis, chegando a 3,80umol/g, como mostra a Figura 7.9 A

Zampacavallo et al. (2014) encontraram em robalo (Dicentrarchus labrax),
comportamento bastante semelhante a esse estudo com tilapia, para os niveis de
ATP no momento do abate (Oh), onde os valores que foram mais elevados para o
choque térmico (8,13) e eletronarcose (3,53umol/g) e a medida que avangava as
horas de estocagem, esses niveis foram reduzidos 4,93, e 9,10umol/g em 3 horas
e a 3,96 e 0,22umol/g as 5 horas apds o abate, respectivamente. De acordo com
Poli (2009) o esgotamento progressivo das reservas de ATP esta correlacionado
com o aparecimento gradual do rigor mortis. Portanto através da taxa de rigor
mortis nas primeiras horas apds o abate podem ser reveladas algumas
informacdes sobre o estado de estresse sofrido pelos peixes antes do abate. No
presente estudo, os trés tratamentos apresentaram seus niveis de ATP, bastante
reduzidos aos 7 dias de estocagem (Figura 7.9A) no qual coincide com a entrada
no estado de rigor mortis.

Os niveis de ADP e AMP (Figura 7.9B e 7.9C) ndo apresentaram
diferencgas significativas (p>0,05) ao longo do tempo, permaneceram elevados nas
primeiras horas apdés o abate, apresentando ligeiro decréscimo em 24h que foi
estendido até 7dias com uma redugéo ainda maior, chegando a niveis préximos
de zero, e permaneceram baixos até os 25 dias de estocagem. O IMP néo
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apresentou diferenga significativa (p>0,05) ao longo do tempo e apresentou niveis
elevados em Oh e 3h para o choque térmico (2,27) e o anestésico (1,27umol/g),
apresentando redugdes dos niveis em 5h e 24h para os trés tratamentos, como
mostra a Figura 7.9D. Foram observados aos 7 e 18 dias valores mais elevados

de IMP para o choque térmico, anestésico e a eletronarcose.

A Anestésico - - —Eletronarcose B e Choque térmico =———Anestésico = = Eletronarcose
6,0
5,0
- 5
5 ©
g E
3 =
o o
o
[a]
< <
A, :
..... - S
10 12 14 16 18 20 22 24 : ’
Estocagem (dias ] 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26
gem ( ) Estocagem (dias)
[ Choque térmico  =—=Anestésico = =Eletronarcose D  «:+-:«Chogue térmico =—Anestésico = = Eletronarcose
60
6.0
=0 5.0
W 540
o ©
30
£ \ Eso
o - o
s 2™ ~ =20 ¢
< ~
10 ¥ 10
LTI \
00 00 t
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 M B 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26
Estocagem (dias) Estocagem (dias)
E «««++«Choque térmico = ====Anestésico = =Eletronarcose F  eeeeee Choque térmico ~ ==—=Anestésico = == Eletronarcose
14
160
12
140
=120 = 10 .
2100 2 8
E I 2 ’
5 80 Es FAEY
O 60 >
F4 T 4
40
2
20 hy - .
0 = - |

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26
Estocagem (dias)

Estocagem (dias)

Figura 7.9 Degradacao do ATP (A) e seus catabdlitos ADP (B), AMP (C), IMP (D),
INO (E), Hx (F) no musculo da tilapia do Nilo insensibilizada e refrigerada a 4°C.

A inosina (INO) apresentou diferenga significativa (p<0,05) entre os tempos
de estocagem e a hipoxantina (Hx) ndo apresentou diferencga significativa (p>0,05)
ao longo do tempo (Figura 7.9E e 7.9F). Na inosina foram detectadas pequenas
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quantidades aos 7 dias de estocagem, ocorrendo algumas variagdes ao longo do
tempo. Os maiores picos de inosina foram observados aos 22 dias, no choque
térmico (128umol/g), e no anestésico aos 14 dias, (42umol/g), e para a
eletronarcose aos 7 dias, (40umol/g).De acordo com Beuchat (1973), a
hipoxantina € considerado um indice de determinagdo da qualidade de pescado
de agua doce. O aparecimento da hipoxantina indica o inicio da deterioragcédo
microbiolégica e alteragdes autoliticas sofridas no musculo, portanto ela deveria
ser utilizada como indicador de frescor no pescado, devido a sua boa correlagao
com o tempo de armazenamento (OCANO-HIGUERA et al., 2011). O
aparecimento da hipoxantina foi observado para os trés tratamentos a partir dos

14 dias de estocagem, como mostra a Figura 7.9F.
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Figura 7.10 indice K em filés de tilapia armazenados resfriados durante 25 dias.

O indice K determina o frescor em pescados, através da razao entre a
hipoxantina (Hx) e o nivel total de ATP e seus produtos da degradagdo (OGAWA
e MAIA 1999). Alguns limites do valor K para a carne de peixes sao tabelados,
onde: < 5% peixes recém-mortos (sem sofrimento), < 20% pode ser ingerido cru
como sushi e sashimi, 20 a 60% precisa ser aquecido para o consumo, 60 a 80 %
mostra sinais de putrefacgao.

Para este estudo o indice K apresentou diferenga significativa (p<0,05) ao
longo do tempo de estocagem. O indice K apresentou valores iguais a zero do
momento do abate até as 24h apds a estocagem. Os primeiros valores foram

observados aos 7 dias, como mostra a Figura 7.10 e os valores do indice K
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aumentaram gradativamente durante o armazenamento atingindo valores
elevados aos 14 dias, para a eletronarcose (62,44%), choque térmico (34,42%) e
anestésico (48,43%) e aos 22 dias todos os peixes dos trés tratamentos ja
demonstravam os primeiros sinais de putrefacdo, apresentando niveis acima de
60%.

O indice K apresentou um comportamento anormal para os tratamentos
eletronarcose e anestésico aos 18 dias de armazenamento, mostrado através de
uma queda dos seus valores. Este comportamento pode ser explicado devido a
grande variabilidade no tamanho dos peixes, onde no momento da aplicagdo do
choque elétrico a intensidade da corrente distribui-se de forma desigual em cada
individuo, devido a nao uniformidade de seus tamanhos comprometendo desta
forma a homogeneidade das amostras.

Song et al. (2011), reportaram em wuchang bream (Megalobrama
amblycephala) que o indice K no momento do abate encontrava-se a 5% para os
peixes recém capturados. Hsieh et al. (2011), abatendo tilapias e acondicionando
os peixes em refrigerador a 4°C verificaram que os valores de K iniciais foram de
23,64%, valor este bastante elevado, devido devido ao estresse sofrido pelos

peixes antes do abate.

7.5.10. Analise sensorial

Para a analise sensorial de tilapias submetidas a diferentes métodos de
insensibilizagado houve efeito significativo (p<0,05) entre os tempos de estocagem.
Na figura 7.11 estdo os resultados das andlises realizadas de acordo com o
esquema da Unido Europeia. (Esquema baseado no Regulamento do CEE 103/76
e modificado pelo Regulamento EU 2406/96).
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Figura 7.11 Avaliacao sensorial externa (A), interna (B) e sensorial do filé (C) da
tilapia do Nilo submetida e diferentes métodos de insensibilizagao.

Foram avaliados 12 atributos sensoriais na tilapia divididos em 3 grupos,
onde 6 parametros foram realizados na parte externa do peixe (Figura 7.11A), a
elasticidade da carne, odor da pele, odor das branquias, aspecto da pele, aspecto
das branquias, aspecto dos olhos. No exame realizado na parte interna (Figura
7.11B) foram avaliados o odor da cavidade abdominal, aspecto dos orgéos,
peritdbnio, coluna vertebral. Apos a retirada do filé foi avaliado o aspecto da carne
(luminosidade) e aspecto da cor (Figura 7.11C).

A avaliagdo interna, externa e o filé apresentaram um comportamento
bastante semelhante ao longo do tempo de estocagem, indicando que até 7 dias,
0s peixes apresentaram a pontuacdo proxima de 2, enquadrando-se na classe de
pescado fresco. A observagao realizada aos 14 dias mostra que praticamente
todos os parametros ja estavam proximos do escore 1 classificado como sem
frescor, rangoso. O frescor foi reduzindo a medida que o tempo de estocagem
avancava chegando aos 25 dias ao estado classificado como deteriorado,
portanto ndo podendo ser comercializavel.

Hsieh et al. (2011), avaliando atributos sensoriais na tildpia do Nilo
refrigerada a 4°C, observaram que o limite para a aceitagdo da tilapia

armazenada foi de até 7 dias. Guizani et al. (2005), citam a importancia de
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realizar a avaliacdo sensorial na superficie do corpo, olhos, branquias e abdémen
dos peixes para avaliar o seu estado de frescor. Rodriguez et al. (2004),
reportaram em pescada europeia (Merluccius merluccius) armazenada no gelo,
boa qualidade sensorial até dia 12 de estocagem, e a partir dos 15 dias as
amostras ja apresentavam grande perda da qualidade.

Tononi (2011), reportou que o tempo médio de conservagédo de peixes no
gelo é em torno de 7 dias, sendo que algumas espécies nao resistem por mais de
48h e quando os peixes sao devidamente eviscerados, podem resistir um tempo
maior que 7 dias. Alguns parametros avaliados nos peixes sao considerados bons
indicadores de frescor, como o odor, muco e coloragdo das branquias, a firmeza
do abdémen e o formato dos olhos. Através destes parametros € possivel
observar as primeiras mudangas que ocorrem no pescado durante o
armazenamento (SCHERER et al., 2005).

Scherer et al. (2005) avaliando sensorialmente a carpa capim
(Ctenopharyngodon idella) relataram parametros de frescor observados na
coloragao das branquias, as quais apresentavam-se vermelho escuro, o odor era
caracteristico de peixe fresco e havia pouco muco na superficie do corpo. A
coloragdo dos olhos estava clara e os olhos apresentavam-se com formato
convexo. A medida que o tempo de estocagem avancava (16 dias), eles
observaram alteragdes na coloragdo das branquias, passando de vermelho
escuro para marrom, os olhos apresentavam formato céncavo e o abddémen
apresentava aspecto mole. Estes parametros sensoriais foram observados no
presente estudo com tilapia do Nilo a medida que o tempo de estocagem

avancgava.

7.5.11. Microbiologia

Dentre os microrganismos investigados em filés de tilapia do Nilo, os que
permaneceram ausentes durante todos os tempos amostrais foram a Salmonela
sp, coliformes fecais e Staphylococcus aureus. Houve crescimento de col6nias
tipicas de coliformes totais, embora a legislagao brasileira atual ndo contemple
esses microrganismos, a International Commission on Microbiologycal

Specifications for Foods (ICMSF, 1986) estabelece o padrdo para avaliagdo de
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coliformes mesdfilos a 45° C, sendo no maximo 10° NMP/g'1 para o pescado “in
natura” refrigerado a (4°C) ou congelado a (-18° C). A investigacdo desses
microrganismos ao longo do tempo auxilia no monitoramento de problemas de
higiene e de manipulagao do pescado, antes e durante o periodo de estocagem.
Agnese et al. (2001), relataram que valores de mesofilos aerdbios
superiores a 10° UFC/g'1 na carne de peixe € considerado um valor bastante

critico em relacéo ao frescor.

7.6.CONCLUSOES

Os métodos de insensibilizacao testados, choque térmico, anestésico e
eletronarcose apresentaram algumas diferencas entre parametros avaliados ao
longo do tempo. Essas diferengcas ndo foram relevantes a ponto de afetar o
conjunto de todos os aspectos de qualidade da carne.

A eletronarcose foi o0 método de insensibilizagcdo que garantiu de forma
instantanea a insensibilizacdo dos peixes, garantindo condigcbes de bem-estar
durante procedimentos de abate realizados em tilapia do Nilo.

O escore de frescor, avaliado pela analise sensorial, demonstrou que os
peixes apresentavam o aspecto de fresco até os 7 dias de armazenamento em
gelo.

Algumas medidas de frescor como o ATP e a degradacdo de seus
catabdlitos e o valor K, foram semelhantes entre os tratamentos testados na
tilapia do Nilo refrigerada.

As praticas de abate e processamento foram executadas de forma

satisfatoria e mantiveram a boa qualidade do musculo.
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8. CAPITULO Il
TRES METODOS DE INSENSIBILIZAGCAO EM TILAPIA DO NILO
(Oreochromis niloticus) E AVALIAGAO DA QUALIDADE DO
FILE CONGELADO.

8.1.RESUMO:

Este estudo avaliou o efeito de diferentes métodos de insensibilizagdo aplicados
em tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) sobre as alteragbes quimicas, fisicas e
microbiolégicas nos filés armazenados congelados e estocados por 180 dias a -
18°C. Trés métodos de insensibilizagdo foram avaliados, o choque térmico (agua
e gelo), a eletronarcose (voltagem de 100V/60s) e anestésico (benzocaina).
Caracteristicas de qualidade da carne foram avaliadas por meio de medidas de
pH muscular, perdas de liquidos por cozimento e por descongelamento,
capacidade de retengédo de agua (CRA), oxidagao lipidica (TBARS), desnaturagao
das proteinas (DSC), teor de bases nitrogenadas volateis (BNV) e nitrogénio n&o
protéico (NNP), textura e cor instrumental, contagens microbiolégicas. As
amostragens foram realizadas em intervalos de 0, 1, 30, 60, 90, 120, 150 e 180
dias de armazenamento. A capacidade de retencdo de agua apresentou redugéo
de 22,2% aos 60 dias de estocagem para o choque térmico e para tratamento da
eletronarcose foi verificado aumento aos 60 e 180 dias. As perdas por cozimento
foram menores nos trés tratamentos aos 90 dias de congelamento e
apresentaram efeito crescente apos 120 dias de estocagem. A textura dos filés
apresentou uma redugéo na forga de compresséo ao longo do tempo. A contagem
de coliformes totais e Staphylococcus aureus estavam dentro dos limites
permitidos pela legislagdo durante todo o periodo de estocagem. Os métodos de
insensibilizacdo testados neste estudo mostraram-se eficientes quanto as
caracteristicas fisicas e quimicas investigadas, preservando a qualidade dos filés
e mantendo-os aptos para o consumo até 180 dias de estocagem, mantidos

congelados a -18°C.

Palavras-chave: eletronarcose, congelamento, tilapia do Nilo, qualidade da

carne.
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8.2. ABSTRACT:

This study evaluated the effect of different stunning/killing methods applied in Nile
tilapia (Oreochromis niloticus) on the chemical, physical and microbiological
changes in the frozen fillets stored for 180 days at -18 ° C. Three methods of
stunning/killing were evaluated, thermal shock (water and ice), electronarcosis
(voltage of 100V / 60s) and anesthetic (benzocaine). Fillet quality was assessed
by means of muscle pH, loss of liquid for cooking (cooking loss); by thawing (drip
loss); water holding capacity (WHC), lipidic oxidation (TBARS); protein
denaturation (DSC), volatile substances (VNB), non-protein nitrogen (NPN),
instrumental texture and color, and microbiological analysis. Samples were taken
at intervals of 0, 1, 30, 60, 90, 120, 150 and 180 days of storage. The water
holding capacity was reduced by 22.2% after 60 days of storage for thermal shock,
and for treatment of electronarcosis there was an increase from 60 to 180 days.
Cooking losses were lower in the three treatments at 90 days of freezing and
showed an increasing effect after 120 days of storage. The texture of fillets
showed a reduction in compression force over time. The counting of
microorganisms investigated on fillet was within the limits allowed by Brazilian law
throughout the storage period. The stunning methods tested in this study were
effective for physical and chemical characteristics investigated, preserving the

quality of the fillets by up to 180 days of storage, kept frozen at -18 ° C.

Keywords: electronarcosis, freezing, Nile tilapia, meat quality.
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8.3.INTRODUGAO

A producdo mundial de peixes provindos da aquicultura alcangou no ano de
2012, em torno de 90,4 milhdes de toneladas e é atualmente o setor que mais
cresce na producao de alimentos de origem animal, sendo responsavel por 49%
do consumo de peixe no mundo (FAO, 2014). Para manter esse elevado
crescimento é necessario garantir a qualidade do pescado, sendo importante
proporcionar condicbes de manejo adequadas aos animais durante praticas de
pré e pos-abate (LOWE et al., 1993). Praticas inadequadas de manejo causam
aos peixes condi¢des de estresse que podem afetar de forma severa a qualidade
da carne, quando analisadas as variaveis qualitativas de coloracao, textura, pH,
capacidade de retengcdo de agua, solubilidade e funcionalidade das proteinas
(BARBUT, 2002).

Varios métodos de insensibilizacdo e abate vem sendo largamente
aplicados na aquicultura em diversas espécies de peixes (MORZEL et al., 2003).
Os principais métodos recentemente estudados por diversos pesquisadores sao a
eletronarcose (Erikson et al., 2012; Lambooij et al., 2010; Lambooij et al., 2012;
Sattari et al., 2010;), asfixia em ar ou gelo (Rahmanifarah et al., 2011; Roth et al.,
2009; Van de Vis et al., 2003), didxido de carbono (CO;), mondxido de carbono
(CO) (Bjorlykke et al., 2011; Erickson, 2011; Merkin et al., 2014) anestésicos
(Erickson, 2011; Panagiotis et al., 2013; Rahmanifarah et al., 2011) e percussao
craniana (Lambooij et al., 2007; Lambooij et al., 2010). De acordo com Morzel et
al. (2003), os varios procedimentos de insensibilizacdo e abate apresentam
diferentes respostas dos peixes a aplicagdo dos diferentes métodos, portanto,
torna-se necessario maiores estudos para conhecer o melhor método a ser
aplicado em cada espécie de peixe.

Apos o0 processamento dos peixes, € necessario garantir o frescor, para
manter a carne palatavel e segura ao consumidor, portanto € necessario aplicar
métodos que ajudem a prolongar o estado de frescor bem como a sua vida de
prateleira (CAMPUS et al., 2010). Dentre as diversas tecnologias utilizadas para a
preservagao do pescado, o congelamento é um método amplamente empregado
pela industria, pois permite conservar o musculo pela reducdo da temperatura

abaixo do ponto de congelamento, reduzindo a degradagao quimica e inibindo a
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atividade microbiana, assim preservando as caracteristicas organolépticas da
carne por longos periodos de estocagem (CARECHE et al., 1999).

Muitos estudos relatam a aplicagdo de diferentes métodos de
congelamento com a finalidade de reduzir os cristais de gelo e as perdas de
qualidade nas carnes, durante o armazenamento congelado (CAl et al., 2014). Em
um estudo utilizando diferentes técnicas de congelamento, Zhu et al. (2004)
congelaram filés de salmdo do Atlantico (Salmo salar) em congelador
convencional e de placas, e observaram que as maiores perdas por
descongelamento ocorreram nos filés, que foram congelados pelo método
convencional.

Kaale et al. (2014) aplicaram o processo de super chiling em filés de
salmdo do Atlantico (Salmo salar) e analisando a superficie e o centro das
amostras, verificaram que as perdas de liquido que ocorrem no descongelamento
do musculo diminuiram, e a capacidade de retengdo de agua aumentou com o
tempo de armazenamento. Essas mudangas na capacidade de retengcado de agua
sao atribuidas a formacéao, ao crescimento e a distribuicdo dos cristais de gelo no
musculo (BEVILACQUA et al., 1979).

Em um estudo de Herrero et al. (2005) congelando filés de pescada
(Merluccius merluccius L.) em diferentes temperaturas os autores observaram que
a capacidade de retencao de agua apresentou reducdes nos filés em diferentes
tempos de estocagem, onde os filés congelados a -10°C iniciaram as perdas
antes de 2 meses de congelamento, enquanto os filés congelados a -30°C
iniciaram as perdas apds 4 meses de congelamento. Duun e Rustad (2008)
relataram que grande parte da agua que é perdida pelo descongelamento do
musculo contém proteinas miofibrilares.

As perdas que ocorrem no musculo do peixe e afetam a sua qualidade,
podem estar associadas com aumento de enzimas e sais que se concentram na
agua livre do tecido que nao forma cristais de gelo e podem ser a causa da
desnaturagao das proteinas afetando a sua funcionalidade (SHENOUDA, 1980;
SMITH, 2011). Durante a aplicagdo do processo de super chilling, uma pequena
quantidade de agua no musculo, entre (5 a 30%) é congelada, resultando em
maiores quantidades de agua livre e menores concentragcbes de enzimas e sais
no tecido. Esse fendbmeno poderia ajudar a minimizar a desnaturagcado proteica
(KAALE et al., 2014).
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Kiessling et al. (2004), citam a importancia de verificar se as perdas de
qualidade que ocorrem nos filés sdo decorrentes da vigorosa contragcdo muscular
que ocorre nos peixes ho momento do estresse e causa a ruptura dos tecidos ou
se sao alteragbes bioquimicas que ocorrem no musculo. Cai et al., (2014),
descrevem que as reacgbes de oxidacao proteica e lipidica sdo os principais
fatores na perda de qualidade, devido a carne do peixe conter elevados teores de
proteina que podem sofrer reagdes oxidativas ao longo do tempo.

O objetivo deste estudo foi avaliar diferentes métodos de insensibilizagao,
choque térmico, eletronarcose e o controle com anestésico através dos
parametros indicadores da qualidade de filés da tilapia do Nilo congelados a -
40°C e estocados durante 180 dias a -18°C.

8.4. MATERIAL E METODOS

8.4.1. Peixes

Utilizou-se 126 exemplares de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus), com peso
meédio de 600,3 + 128,40g e comprimento de 35,25 + 2,4 cm adquiridos em uma
piscicultura comercial situada na regido de Pirassununga, SP. Os peixes foram
transportados vivos até o Laboratério de Aquicultura da Faculdade de Zootecnia e
Engenharia de Alimentos da Universidade de Sdo Paulo. Foram alojados em dois
tanques de alvenaria com capacidade de 5000L de agua cada com renovagao

constante, mantidos em jejum por 48h antes dos testes.

8.4.2 Métodos de insensibilizagao

Trés métodos de insensibilizacdo foram testados, utilizando-se 42 peixes para
cada tratamento:

a) Eletronarcose: foi realizado dentro de uma caixa plastica com capacidade de
120L agua salinizada a 0,03% e condutividade elétrica pré-ajustada em

700uS. O campo elétrico foi gerado por duas placas de aluminio (65 x 35 cm
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de largura) colocadas em duas paredes da caixa, a uma distancia de 49 cm, e
em cada placa foi acoplado um eletrodo, que estava conectado ao
equipamento. Foi aplicada uma tensao elétrica de 100V durante 60s, corrente
alternada (AC), frequéncia de 60Hz e amperagem de 3,2 A.

b) Choque térmico: uma mistura de agua e gelo na proporc¢ao de (1:1) totalizando
o volume de 80L de solugdo, realizada numa caixa plastica com capacidade
de 120L.

c) Anestésico: a benzocaina dissolvida em alcool 70% e posteriormente foi
misturada numa caixa com capacidade de 120L de agua, na proporc¢ao de 2g

de benzocaina para 10L agua.

Apds a exposigdo dos peixes aos diferentes métodos, foi constatada a
insensibilizagdo a partir do momento que ocorreu a auséncia dos reflexos mediados
pelo tronco encefalico, como a rotagdo dos olhos ao longo do eixo e o movimento
opercular (ANIL,1991). Para complementar o teste de insensibilizagao, realizou-se a
picada, com o auxilio de um alfinete ao longo da linha lateral do peixe, no sentido da
cauda para a cabeca. Na sequéncia foi realizado o abate dos peixes pelo corte dos
arcos branquiais, seguido pela sangria. Os parametros de qualidade da agua foram
verificados antes e apds cada tratamento com o auxilio da sonda multi-parametro
Horiba (modelo U-10), para oxigénio dissolvido, temperatura, condutividade elétrica,

pH e salinidade.

8.4.3 Procedimento Experimental

Ap6s a morte, todos os peixes foram medidos com o auxilio de um
ictibmetro, pesados em balanga digital, filetados e os filés congelados em
congelador de placas a -40°C. Cada filé foi embalado em um saco plastico,
identificado, e estocado a -18°C por 180 dias.

As amostras foram coletadas logo apds a filetagem (Oh) para analise
microbiolégica e calorimetria diferencial de varredura (DSC) e apds o
congelamento nos intervalos de 1, 30, 60, 90, 120, 150 e 180 dias de estocagem.
Para cada tempo amostral foram utilizados aleatoriamente 12 filés de cada
tratamento, sendo que nove desses filés foram submetidos ao descongelamento
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durante 24h a 4°C em estufa (BOD TE 390, Tecnal) e trés filés foram mantidos
congelados até o momento das analises de perdas por descongelamento (drip
loss).

8.4.4 Analises fisico-quimicas

8.4.4.1. Potencial hidrogenibnico (pH)
O pH no musculo foi medido em peagametro digital (modelo Hanna HI221),
em trés filés esquerdos de cada tratamento, sendo homogeneizados em
processador de alimentos, retirados 10g de amostra e misturados com 40ml de

agua destilada.

8.4.4.2. Bases Nitrogenadas Volateis (BNV) e Nitrogénio N&o Protéico
(NNP)

As Bases Nitrogenadas Volateis foram determinadas de acordo com a
metodologia de Howgate (1976) e o Nitrogénio Nao Protéico de acordo com
Horwitz (1980), realizados em ftriplicata de trés filés esquerdos de cada
tratamento. Os valores de BNV e NNP foram expressos em mgN/100g filé. Os

resultados foram calculados de acordo com as seguintes equagdes:

volume HCL * Normalidade HCL = 14 + volume extrato TCA = 100

ENV =
25 + (peso amostra)

volume HCL * Normalidade HCL = 14 % volume extrato TCA = 100

umidade pescado
100

NNP =

20  (peso amostra)/ | (peso amostra) =

] + volume extrato TCA
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8.4.4.3. Substéncias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS)

A analise de oxidagao lipidica foi determinada pela metodologia proposta
por Vyncke (1970), onde substancias reativas ao acido tiobarbiturico foram
quantificadas em trés filés esquerdos de cada tratamento. Foram retirados 5g de
amostra, triturada em processador de alimentos e misturados em 25 mL TCA
(7,5%). A solugéo foi filtrada em papel filtro (Whatman n°1) e foram retirados 4 mL
do filtrado e misturados a 1mL de TCA (7,5%) e a 5mL de TBA (0,02M), e essa
solucao foi fervida em banho maria a 100°C durante 40 minutos. Posteriormente
realizou-se a leitura em espectrofotdmetro (600 Femto) com comprimento de onda
de 538nm. O calculo dos valores foi realizado de acordo com a equagao da reta
obtida (y=193,85x+0,023) e os resultados foram expressos em mg de

malonaldeido/kg amostra.

8.4.4.4. Perda de agua por descongelamento, cozimento e
capacidade de retengéo de agua (CRA).

As perdas de agua por descongelamento foram determinadas em trés filés
direitos de cada tratamento. Os filés congelados foram pesados e colocados em
funis de vidro cobertos por filme de PVC, durante 48h em ambiente controlado
(estufa BOD TE 390, Tecnal) a 4°C As perdas de agua por descongelamento
foram expressas em porcentagem de agua perdida em relagdo ao peso original

da amostra.

As perdas de agua por cocgao foram determinadas de acordo com Honikel
(1998), em trés filés esquerdos de cada tratamento, descongelados em estufa
(BOD TE 390, Tecnal) a 4°C durante 24 horas. Apds o descongelamento cada filé
foi colocado em um saco hermético de polietileno atdxico e submetidos a cocgao
em banho maria a 90°C por 5 minutos. Apds o resfriamento, os filés foram
cuidadosamente secos em papel absorvente e pesados em balanga analitica
(Marte, ASS500C). As perdas de agua durante a cocgao foram expressas em

porcentagem de agua perdida em relagdo ao peso original da amostra.

A capacidade de retencdo de agua foi realizada em trés filés esquerdos
descongelados, para cada tratamento em estufa (BOD TE 390, Tecnal) a 4°C

durante 24 horas. Foram triturados e 5g de amostra foram colocadas dentro de

108



dois papéis filtros (Qualy 12,5mm) e centrifugadas a 13.500 rpm durante 10
minutos. A capacidade de retencdo de agua foi determinada pela porcentagem da
diferenga do peso da amostra antes e apds a centrifugagdo de acordo com

metodologia adaptada de Nakamura e Katoh (1985).

8.4.4.5. Desnaturagéo protéica (DSC)

A andlise de Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC) foi realizada com
o auxilio de um calorimetro (DSC TA2010, TA Instruments), em trés amostras
retiradas da porcdo dorsal de trés filés esquerdos de cada tratamento. As
amostras foram pesadas em capsulas de aluminio, seladas hermeticamente e
aquecidas a uma taxa de 10°C/minuto, entre 0 a 120°C em atmosfera inerte (45
mL/minuto de N;). A temperatura de transi¢ao vitrea foi calculada como o ponto
de inflexdo da linha de base, a temperatura de fusao calculada como o pico
endotérmico, e a entalpia de fusdo como a area sob a curva do pico de fusdo. O
calculo foi realizado de acordo com o programa Universal Analysis V4.2E (TA
Instruments) (SOBRAL; HABITANTE, 2001; GONTARD; RING, 1996).

8.4.4.6. Cor e textura instrumental

A cor instrumental foi avaliada na porcdo dorsal em trés filés direitos,
realizando-se trés leituras ao longo do filé, com um colorimetro HunterLab
(Miniscan XE), operando com iluminante D65, angulo de 10° e célula de medida
com abertura de 30 mm. Foram usados os parametros de cor, Luminosidade (L*)
varia de 0 a 100 (preto a branco); parametro a* varia do verde (-) ao vermelho (+);
paréametro b* varia do azul (-) ao amarelo (+) (CIE, 1978).

A textura instrumental foi realizada em trés pontos na porgao dorsal do filé,
realizando trés leituras ao longo do filé, com o auxilio de um texturémetro TA.XT
icon (Stable Micro Systems, Surrey, U.K.), calibrado com peso padréo de 5kg,
utilizando uma probe de aluminio (SMS P/20) com velocidade de 2,0 mm/s e
altura da plataforma 20mm. A variavel calculada foi a forca de compressao (N),
utilizando 40% de compressao da altura dos filés. Esse parametro foi calculado

pelo software do equipamento (Exponent Lite Express, v 4.0,13,0).
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8.4.4.7. Analise microbiolbgica

Foi realizada em trés filés esquerdos de cada tratamento, dos quais retirou-
se 25g de amostra dos filés e colocou-se em um saco estéril e adicionou-se 225
ml de agua peptonada estéril e homogeneizou-se durante 2 minutos no aparelho
Stomacher (Lab Blender 400). Na sequéncia realizaram-se as diluigdes decimais
seriadas em 9 ml de agua peptonada. O plagueamento foi realizado em duplicata
nas diluigdes 10", 102 e 107 utilizando o sistema rapido Compact Dry.

Para investigacdo de coliformes totais e fecais foram incubadas em meio
Compact Dry EC por 24h de 35 a 37°C, quando verificadas colbnias azuis
(coliformes fecais) e de cor magenta (coliformes totais). Para a investigacdo de
Staphylococcus aureus, foram incubadas em meio Compact Dry XSA por 24h de
35 a 37°C, quando foram encontradas colbnias tipicas de cor azul, realizou-se o
teste da coagulase, retirando colbnias tipicas com o auxilio de uma alg¢a de platina
esterilizada e transferiu-se para um tubo com Caldo Infusdo Cérebro Coracao
(BHI). Incubou-se por 24h a 35°C, apds 24h transferiu-se 0,2ml da cultura do
Caldo BHI para um tubo esterilizado e adicionou-se 0,5ml de Coagu-plasma
hidratado, incubou-se a 37°C e observou-se a cada hora se houve a formacao de
coagulo.

Para a investigagcado da Salmonella sp realizou-se o pré-enriquecimento da
amostra, onde a solugcdo de 225 ml de agua peptonada com 25g de amostra
permaneceram em estufa durante 24h de 35 a 37°C, posteriormente pipetou-se
0,1ml da amostra pré-enriquecida na placa sistema rapido Compact Dry SL e na
sequéncia aplicou-se 1ml de agua estéril na mesma placa, incubou-se por 24h a
41 e 43°C, posteriormente realizou-se a contagem.

Os procedimentos e a interpretacdo dos resultados foram realizados
conforme recomendagédo do Manual Compact DRY®, sendo que para a contagem
das colbnias tipicas investigadas neste estudo foram expressas em Log 10 de
Unidades Formadoras de Colbnias por grama (Log UFC/g) (AOAC, 2009).

8.4.4.8. Delineamento experimental e analise estatistica
O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em esquema
fatorial com trés tratamentos e trés repeticbes ao longo do tempo para o DSC (0,
1, 30, 60, 90, 120, 150 e 180 dias) e (30, 60, 90, 120, 150 e 180 dias) para o NNP,
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BNV, TBARS, perdas por exsudacao, perdas por cozimento, CRA, cor e textura
instrumental. Foi realizada analise de variancia (ANOVA) com desdobramento de
interacdo entre tratamento x tempo, com nivel de significancia a 5%. Quando
ocorreram diferengas significativas entre as médias dos tempos foi realizado o
estudo de regressdo como polinbmio de até 3° grau. Foi aplicado o teste de
TUKEY ao nivel de 5% de significancia, para comparar as médias dos
tratamentos, utilizado o PROC GLIMMIX do SAS University Studio, versao 3.1
basic (2012/2014).

8.5.RESULTADOS E DISCUSSAO

8.5.1. Parametros de qualidade da agua e insensibilizagdo dos peixes

Os parametros de qualidade de agua foram monitorados durante a
aplicagao dos trés métodos de insensibilizacdo em tilapias do Nilo e foi possivel
observar o comportamento dos peixes e verificar o momento exato que ocorreu a

insensibilizagcdo aparente da maioria dos animais (Tabela 8.1).

Tabela 8.1. Parametros de qualidade de agua e insensibilizagdo dos peixes.

Tratamentos
Anestésico Choque térmico Eletronarcose

T.1. (min) 15 30 1
T (°C) Inicio 20,4 1,1 20,8

Fim 20 1,2 20
OD (mg/L) Inicio 7,36 19,9 7,45

Fim 7,75 19,9 7,70
Cond (mS) Inicio 0,015 0,009 0,705

Fim 0,036 0,024 0,713
pH Inicio 5,07 5,84 6,33

Fim 6,32 5,61 6,00
Salinidade Inicio 0,00 0,00 0,03

Fim 0,00 0,00 0,03

T.l.=tempo de insensibilizagao aparente, T(°C)= temperatura da agua, OD=
oxigénio dissolvido, Cond.= condutividade elétrica da agua.
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A eletronarcose insensibilizou os peixes de forma instantédnea, ou seja, a
partir do momento que o equipamento foi ligado, formando o campo elétrico,
todos os peixes estavam imobilizados e permaneceram nessa condigdo durante
todo o tempo da aplicagdo da corrente de 100V/60s. Sattari et al. (2010)
insensibilizaram claresse (Heteroclarias sp) e bagre africano (Clarias gariepinus) a
uma voltagem de 150V durante 15s e constataram que a inconsciéncia imediata e
o prolongamento da mesma ocorreu apos a refrigeracdo e a decapitacao dos
peixes.

Erickson et al. (2012) alcangaram a insensibilizacdo instantdnea em
bacalhau (Gadus morhua L) com 107V por 0,5s, entretanto foi necessario uma
exposi¢ao de 15s para prolongar esse periodo de inconsciéncia. Lambooij et al
(2007) atordoaram carpas comum (Cyprinus carpio L.) com 411V por 5s,
observaram que este procedimento € eficaz para a insensibilizacdo dessa
especie.

Acerete et al. (2009) reportaram que a insensibilizacdo de robalo (D.
labrax) utilizando a narcose por CO; ocorreu apos 16 min de exposi¢céo, enquanto
que na asfixia por gelo ocorreu aos 34 min de exposigdo. Lambooij et al. (2006)
expuseram o bagre africano (C. gariepinus) em agua e gelo durante 30 min e
observaram que antes da insensibilizagdo ocorreu taquicardia nos peixes, sendo
que, o ritmo cardiaco do bagre africano a temperatura ambiente esta em torno de
70 a 80 batimentos/min, e em &gua gelada, o ritmo aumentou para
aproximadamente 300 batimentos/min.

O tratamento controle com a utilizagdo da benzocaina, insensibilizou
completamente todos os peixes apos 15 min de exposi¢ao, entretanto apds 5 min
foi possivel observar que maioria dos peixes ja apresentava perda de equilibrio.
Wilkinson et al. (2008) insensibilizando barramundi (Lates calcarifer) com iso-
eugenol, observaram que a perda de equilibrio dos peixes, ocorreu em torno de 5
min apos a exposigao.

Na tabela 8.2 esta apresentado o Valor — p de cada variavel, obtido na

analise de variancia ANOVA com nivel de significancia de 5%.
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Tabela 8.2 Valor - p, para cada variavel, avaliada entre os tratamentos, ao longo
do tempo e na interacido de tratamento x tempo.

Valor — p
Variaveis Tratamento  Tempo Interacao (tratamento x tempo)
pH muscular 0,1029 0,1287 0,0146*
BNV 0,2783 0,0001* 0,0241~
NNP 0,0759 0,1469 0,4161
TBARS 0,1632 0,0001* 0,0001*
Cooking 0,0103* 0,0001* 0,1405
Drip loss 0,0659 0,6805 0,9341
CRA 0,9124 0,0001* 0,0094*
Miosina 0,0172* 0,0132* 0,5394
Actina 0,006* 0,2207 0,4655
Textura instrumental 0,7131 0,0001* 0,0418*
Valor de L* 0,7195 0,0001* 0,2576
Valor de a* 0,0488* 0,0018* 0,1788
Valor de b* 0,059 0,1186 0,0016*

* Indica a significancia em nivel de 5%, na analise de variancia (ANOVA).

8.5.2. Medidas de pH

Na Tabela 8.3 estdo apresentadas as medidas de pH muscular nos filés
dos peixes, estocados sob congelamento durante 180 dias. Foram realizadas
analises de regressao para obter as curvas que descreveriam o comportamento,
no entanto, nenhum dos modelos da regressao, representou a grande maioria dos
dados obtidos, portanto os dados de pH muscular foram expressos na Tabela 8.3.

Houve diferenga significativa (p<0,05) na interagcédo (tratamento x tempo).
Entre os tratamentos e ao longo do tempo de estocagem nao ocorreram
diferencas significativas (p>0,05).

De acordo com Mgrkgre et al. (2002), o pH inicial dos filés armazenados
congelados, €& semelhante ao pH observado nos mesmos filés apdés o
descongelamento, devido a estabilizagdo do pH muscular durante o periodo de
resfriamento e estocagem. De acordo com Mohanty et al. (2010), a qualidade da
carne pode ser afetada por enzimas proteoliticas, dentre elas as catepsinas e
calpainas, que possuem agao sinérgica.

Kiessling et al. (2004), encontraram valores de pH 6,15, em filés de salméo
do Atlantico (Salmo salar) congelados por 12 meses e pré abatidos com iso-

eugenol. Gandotra, et al. (2012), estudando o efeito do congelamento a -12°C
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durante 21 dias em musculo de (Mystus seenghala), observaram que ocorreu um
aumento no valor do pH muscular de 6,8 para 7,1. Morkore et al.(2002),
congelando filés de truta arco iris a -20°C durante 3 semanas observaram valores
médios de pH nos filés de 6,39. O pH de filés de peixes frescos esta proximo a
faixa neutra, e pode variar de 6,6 a 6,8 (KILINCCEKER et al., 2009;
OEHLENSCHLAGER e SORESEN 1997).

Tabela 8.3 Valores médios de pH em filés congelados de tilapia do Nilo
submetidos aos tratamentos de choque térmico, eletronarcose e o controle com

anestésico.

(ns)

Tratamentos
Tempo (dias) ™) Choque térmico Anestésico Eletronarcose

6,8+0,10 6,61£0,10 6,610,10
30 6,8+0,63 6,2+0,63 6,4+0,63
60 6,9+0,03 6,6+0,03 6,4+0,03
90 6,7+0,07 6,71+0,07 6,610,07
120 6,7+0,25 6,01£0,25 6,710,25
150 6,7+0,51 6,4+0,51 6,7+0,51
180 6,5+0,11 6,4+0,11 6,610,111

"Sindicam que n&o houve diferenca significativa (p>0,05) entre os tempos e os tratamentos. Média + erro
padrao.

8.5.3. Nitrogénio Nao Protéico e Bases Nitrogenadas Volateis

Os valores médios do Nitrogénio Nao Protéico (NNP) observados em filés
de tilapia, armazenados congelados ndo apresentou diferenga significativa ao
longo do tempo de estocagem e entre os tratamentos (p>0,05), observando-se
valores médios de 37316,5mg/100g. Albuquerque et al. (2004), insensibilizando
tilapia com CO, e hipotermia e estocando os peixes por 12 dias no gelo, nao
encontraram diferencas significativas (p>0,05) para valores de NNP, entre os
tratamentos e ao longo do tempo, relatando valores médios de 550 e
520mg/100g, respectivamente. Soccol (2002), nado observaram diferengas
significativas (p>0,05) para o NNP em filés de tilapia do Nilo minimamente
processados durante um periodo de 20 dias de armazenamento em gelo,
apresentando valor médio de 568,52mg/100g.

De acordo com Contreras-Gusman (1994) o NNP é a primeira fracao a ser

afetada pelo crescimento dos microrganismos, que podem utiliza-la como fonte de
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energia ou produzir maior quantidade de NNP através de suas proteases
secretadas no musculo.

Para os valores de Bases Nitrogenadas Volateis (BNV), foram observadas
diferengas significativas (p<0,05) entre os tempos de estocagem e para a
interagcdo tratamento x tempo. Na Figura 8.1A, os tratamentos choque térmico e
anestésico apresentaram o mesmo comportamento ao longo do tempo, sendo
explicado por uma equacgao de terceiro grau, obtida pelo estudo de regressao. Os
teores de BNV para esses tratamentos apresentaram conteudos elevados nos
primeiros meses de estocagem, apresentando uma redugao para os tratamentos
choque térmico e anestésico aos 60 e 90 dias e para a eletronarcose aos 120
dias. Em 150 e 180 dias os trés tratamentos apresentaram uma tendéncia de
aumentar os valores de BNV.

De acordo com Huss et al (2003) quando o conteudo de BNV aumenta
rapidamente no musculo, o pescado comeca a apresentar sinais de perda de
qualidade. No tratamento da eletronarcose os teores mais elevados de BNV foram
observados aos 30 dias como mostra a Figura 8.1B, sendo possivel observar que
a curva calculada através da regresséo, apresenta uma tendéncia decrescente ao

longo do tempo, podendo ter sido afetado pelo tipo de tratamento empregado.

w

OEletronarcose

30

25 y = TE-06x*-0,0017x2+ 0,0768x + 16,158
R2?=0,6036

20
15

BNV (mg N/100g)
>
B

0 30 60 90 120 150 180

Estocagem (dias)

Figura 8.1 Valores médios de Bases Nitrogenadas Volateis (BNV) em filés
congelados de tilapia do Nilo e estocados a (-18°C), submetidos aos tratamentos
de choque térmico e anestésico (A) e eletronarcose (B).

De acordo com Ogawa e Maia (1999) valores de BNV na faixa entre 15 a
25mg N/100g, enquadra-se na categoria de pescado razoavelmente fresco. Os

valores de BNV nos filés congelados de tilapia a -18°C por 180 dias investigados
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nesse estudo permaneceram dentro dessa faixa e ndo ultrapassaram os valores
maximos exigidos pelo Regulamento da Inspec&o Industrial e Sanitaria de
Produtos de Origem Animal (RIISPOA), para pescado fresco, resfriado ou
congelado, que devem ser inferiores a 30mg N/100g (RIISPOA, 1997).

Huidobro et al. (2001), insensibilizando dourada (Sparus aurata) com ice
Slurry, observaram niveis estaveis de BNV, 16 mg N/100g durante 20 dias de
armazenamento em gelo. Duran et al. (2008) constataram em trutas
(Oncorhynchus mykiss) abatidas por percussao craniana e asfixia que ndo houve
variagbes nos teores de BNV ao longo do tempo. Albuquerque et al. (2004),
investigando o musculo de tilapias do Nilo abatidas mediante insensibilizagdo com
CO; encontraram valores de BNV variando de 18,38 a 21,40 mg N/100g, durante
os 17 dias de armazenamento em gelo.

Os valores de BNV podem variar de acordo com a metodologia empregada,
a especie estudada e o estagio de alteracdo. O pescado de agua doce sofre
menos alteragbes que o pescado marinho no seu conteudo de bases volateis ao
longo do tempo de armazenamento (KUAYE, 1982). Existem algumas
controvérsias sobre a efetividade da analise de BNV, como sendo um indice de
frescor em peixes. Essa controvérsia surge decorrente das alteragdes sofridas no
musculo do pescado ser quantificadas somente quando surgem os primeiros

sinais de deterioracéo, perceptiveis sensorialmente (LAPA-GUIMARAES, 2005).

8.5.4. TBARS

O grau de rancidez oxidativa € medido pelo valor do indice de perédxido e o
teste de Substancias Reativas ao Acido Tiobarbitirico (TBARS), e ocorre
particularmente em peixes classificados como gordos (OGAWA e MAIA, 1999). A
tildpia do Nilo € considerada um peixe magro, apresentando um teor maximo de
2,5% de gordura corporal e a maior parte do seu tecido € composto por musculo
branco, que apresenta menores porcentagens de gordura em relagédo ao musculo
vermelho (CONTRERAS-GUSMAN, 1994).

Os valores do TBARS sao utilizados como indicador do grau de oxidagao
lipidica, quantificando o malonaldeido, que € um dos principais produtos formados
durante o processo oxidativo (KIRSCHNIK; MACEDO-VIEGAS, 2009).
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Os valores de TBARS encontrados neste estudo (Tabela 8.4) apresentaram
diferencas significativas (p<0,05) para tempos de estocagem e na interagéo
tratamento x tempo. Um estudo de regressao foi realizado para obtencédo de
curvas que descreveriam o comportamento dessas variaveis, no entanto nenhum
modelo representou a maioria dos dados, portanto os dados foram expressos na
forma de tabela. Os tratamentos do choque térmico, eletronarcose e anestésico
apresentaram comportamentos semelhantes entre si ao longo do tempo,
demonstrando um aumento constante dos valores de TBARS a medida que
aumenta o tempo de estocagem dos filés.

A legislacdo brasileira ndo determina limite maximo de malonaldeido/kg em
produtos carneos. De acordo com Al-Kahtani et al. (1996) os produtos carneos
podem ser considerados em bom estado, quando os teores de TBARS estao
abaixo de 3mg de malonaldeido por kg. O presente estudo apresenta valores que
se enquadram dentro do limite estabelecido, estando abaixo de 3mg/kg, citados
por Al-Kahtani et al. (1996).

Tabela 8.4 Valores médios de TBARS (mg de malonaldeido/kg amostra) em filés
de tilapia do Nilo submetidos aos tratamentos choque térmico e eletronarcose e
anestésico

Tratamentos ™

Tempo (dias) Choque térmico Anestésico Eletronarcose

1 0,22+0,01° 0,22+0,01° 0,24+0,01°
30 0,22+0,01° 0,20+0,01° 0,23+0,01°
60 0,25+0,02° 0,24+0,02° 0,25+0,02°
90 0,24+0,03%° 0,22+0,03° 0,36+0,03%°
120 0,25+0,012° 0,24+0,01° 0,24+0,01°
150 0,32+0,06%° 0,67+0,36° 0,36+0,06%"
180 0,33+0,03° 0,22+0,032 0,39+0,032

Letras mindsculas iguais indicam que ndo houve diferenga significativa (p>0,05) entre os tempos. ™ indica
que nao houve diferenca significativa (p>0,05) entre os tratamentos. Média + erro padrao.

Alguns pesquisadores também observaram aumentos no conteudo de
TBARS ao longo do armazenamento congelado, como refere-se Rostamzad et al.
(2011) para filés de “persian sturgeon” (Acipenser persicus) nos quais no primeiro
dia de armazenamento obtiveram 0,2mg/kg de malonaldeido e no sexto més esse

valor chegou a 2,7mg/kg. Seifzadeh et al. (2012) analisando filés de kilka
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(Clupeonella delicatula) verificaram que o valor de TBARS no primeiro dia de

congelamento chegou a 0,03/mg/kg e ao sexto més 0,32mg/kg.

8.5.5. Perdas por cozimento (cooking loss), perdas por exsudacgao

(drip loss) e capacidade de retengcao de agua (CRA)

As perdas de sucos que ocorrem no musculo durante a cocgao, dependem
do método aplicado, tempo de cozimento e temperatura. As perdas que ocorrem
em carnes de boa qualidade sao menores que nas carnes de qualidade inferior.
Carnes cozidas de forma rapida sofrem menores perdas e mostram-se mais
suculentas em relagéo as cozidas de forma lenta (LAWRIE, 2005).

Neste estudo houve diferengas significativas (p<0,05) entre os tratamentos
e ao longo do tempo. Os dados expressos na Tabela 8.5 reportam as médias
obtidas para as porcentagens das perdas por cocgdo. Um estudo de regressao foi
realizado, no entanto, nenhum dos modelos representou a maioria dos dados
obtidos, portanto foram expressos na forma de tabela. O momento da filetagem
pode ser de grande influéncia para garantir maiores ou menores perdas de agua
no momento do descongelamento, pois o congelamento de filés de peixes
brancos filetados no estado de pré-rigor mortis apresentou um aumento nas
perdas de agua em relagdo aos peixes filetados em estado de pds-rigor
(Sgrensen et al., 2004),

Ocorreu redugao nas perdas por cozimento até os 90 dias de estocagem e
aumento a partir dos 120 dias de armazenamento, fato que pode ter ocorrido em
decorréncia da atividade proteolitica sofrida pela carne, ou por enzimas
produzidas pelos microrganismos, iniciando o estado de degradagdo do musculo
(MOHANTY et al., 2010).

De acordo como Schnee (2000) as perdas por cozimento para frutos do
mar congelados estdo geralmente em torno de 10 a 30%. Bertram et al. (2006),
observaram que a desnaturacdo de proteinas musculares, interfere no
relaxamento e na mobilidade da agua da carne, portanto com a desnaturagao da
miosina em torno de 40°C ocorre uma reducado do espagco na rede miofibrilar,

expulsando a agua e originando as perdas por cozimento.
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Tabela 8.5 Valores percentuais (%) das perdas de agua por cocgao, em filés de
tilapia do Nilo

Tratamentos
Tempo (dias) Choque térmico®  Anestésico™®  Eletronarcose *

1 6,8+0,75% 10,9+0,752 10,7+0,75°2
30 9,0+0,75% 9,7+0,75°2 9,6+0,752
60 7,6+0,75% 8,8+0,75° 8,7+0,752
90 5,620,75° 5,50,75" 7,30,75°
120 9,140,752 7,6+0,75° 10,140,752
150 8,340,752 10,440,752 11,040,752
180 7,540,752 8,5+0,75° 9,540,752

Letras minusculas iguais indicam que ndo houve diferenga significativa (p>0,05) entre os tempos. Letras
maiusculas iguais ao lado dos tratamentos indicam que ndo houve diferenga significativa (p>0,05) entre os
tratamentos. Média + erro padrao.

A capacidade de retengcdo de agua (CRA) esta diretamente relacionada
com as perdas que ocorrem na redugao da suculéncia da carne durante o
cozimento ou armazenamento. Para minimizar as perdas da suculéncia da carne,
o congelamento deve ser executado de forma rapida e o descongelamento de
forma lenta (ARAUJO, 1999).

Os graficos da regressao obtidos para a capacidade de retengéo de agua,
mostram que ocorreram diferengas significativas (p<0,05) para os tempos de
estocagem dos filés e na interagao tratamento x tempo (Figura 8.2). As menores
porcentagens para a capacidade de retengcdo de agua foram observadas aos 60
dias de estocagem, para o tratamento do choque térmico (22,2%) e para a
eletronarcose e anestésico no primeiro dia de congelamento 25,86% e 28,8%,
respectivamente.

A capacidade de reter ou perder agua pode estar relacionada diretamente
com os valores de pH da carne, pois valores mais elevados de pH ajudam a
preservar a estrutura do tecido (CASTRO, 2007). Neste trabalho o tratamento do
choque térmico em que ocorreram as menores perdas de agua foi possivel
verificar que o pH estava na faixa de 6,9, sendo o maior valor registrado ao longo

do tempo para esse tratamento.
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Figura 8.2 Valores percentuais da capacidade de retencédo de agua (CRA) em
filés de tilapia do Nilo submetidas aos tratamentos de choque térmico (A),
anestésico (B) e eletronarcose (C).

O tratamento da eletronarcose que apresentou as maiores perdas de agua
apresentam o seu valor pH=6,6. Mgrkgre et al. (2002), também relataram uma
relacdo positiva entre a capacidade de retengcdo de agua com o pH muscular em
filés de truta arco-iris apés o congelamento.

As perdas que ocorrem no musculo por exsudacgdo (drip loss) nao
apresentaram diferengas significativas ao longo do tempo de estocagem e para os
tratamentos (p>0,05), apresentando valores médios de 1,79+0,1%. Estes valores
baixos observados podem ser consequéncias do congelamento rapido a -40°C
que foi aplicado aos filés de tilapia.

Filés de salmao (Oncorhynchus tshawytscha) armazenados a 0°C por 22
dias tiveram aumento nas perdas de agua com o passar do tempo de estocagem,
atingindo valor médio de 2,9% de perdas ao término do experimento (FLETCHER
et al., 2003). De acordo com Rosenvold et al. (2008), as perdas de agua que
ocorrem na carne estdo relacionadas com as proteinas do citoesqueleto, ou

ocorrem devido a degradagao das proteinas, ao longo do tempo de estocagem.
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Bertram et al. (2006), sugerem que para melhorar as taxas de capacidade
de retencao de agua e a redugao das perdas por descongelamento, deve-se levar
em consideragao as taxas de refrigeragao, que podem afetar a dinamica da agua
no musculo. Durante o congelamento executado com o abaixamento rapido da
temperatura, ocorre a formagdo de pequenos cristais de gelo dentro e fora da
célula, e esse congelamento rapido impede que os fluidos intracelulares saiam
para o espaco intercelular, o que diminui as perdas de agua no momento do

descongelamento, conservando as propriedades sensoriais do musculo.

8.5.6. Desnaturacgao proteica (DSC)

O estudo de desnaturacdo da actina e miosina no musculo dos peixes
tornam-se relevante, por compreender os principais componentes da proteina
miofibrilar, e sdo responsaveis por influenciar as caracteristicas da carne como a
textura e a capacidade de retencédo de agua (TONBERG et al., 2005).

Amostras do musculo fresco foram submetidas a analise de DSC, como
parametro comparativo com as amostras congeladas ao longo do tempo de
estocagem. A temperatura de desnaturagdo da actina no musculo fresco € no
congelado apresentou diferengas significativas (p<0,05) entre os tratamentos, no
qual o tratamento choque térmico apresentou valor médio de temperatura de
desnaturacado de 73,3+0,14°C, o anestésico 74,31+0,14°C °C e a eletronarcose
74,10+0,14°C. Monterrey-Quintero e Sobral (2000), investigando temperaturas de
desnaturacdo no musculo fresco de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus),
encontraram valores de 75,9°C para a actina. Matos et al. (2011), encontraram
valores para a actina em filés congelados de dourada (Sparus aurata) variando
entre 73,94°C a 74,95°C. Santos (2013), analisando filés de tilapia do Nilo
congelados a -40°C e mantidos a -18°C verificou picos de actina a 75,31°C em
filés submetidos ao abate por choque térmico e 74,82°C em peixes submetidos a
eletronarcose.

Foi realizado o estudo de regressao para a temperatura de desnaturagao
da miosina, no entanto, nenhum dos modelos aplicados representou a maioria
dos dados obtidos, motivo pelo qual esses resultados estdo apresentados na

Tabela 8.6. Para a miosina foi possivel observar que houve diferenga significativa
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(p<0,05) entre os tratamentos e os tempos de estocagem, sendo que a amostra
de musculo fresco apresentou maior temperatura de desnaturagao, para o choque
térmico (54,2°C), anestésico (54,6°C) e eletronarcose (54,6°C), quando
comparado com os filés congelados em 180 dias em que foram registradas as
menores temperaturas de desnaturacao, 53,8°C, 53,2°C 53,4°C, respectivamente.

Monterrey-Quintero e Sobral (2000), avaliando temperatura de
desnaturacao da miosina para filés frescos de tilapia do Nilo, encontraram valores
de 54,4°C, valores muito semelhantes aos encontrados no presente estudo.
Matos et al. (2011) verificando a desnaturacdo da miosina em filés de dourada
(Sparus aurata) observaram que o pico de desnaturagao ocorreu a 49,44°C para
filés fresco e a 49,11°C para o filé congelado.

Santos (2013) estudando a desnaturagao em filés congelados de tilapia do
Nilo (Oreochromis niloticus) observou que os picos de actina foram mais elevados
no primeiro dia de congelamento para a eletronarcose 74,71°C e choque térmico
74,96°C, quando comparados com a temperatura de desnaturagao investigada

aos 180 dias de congelamento, 74,35 e 74,48°C respectivamente.

Tabela 8.6 Valores médios da temperatura de desnaturagcéo da miosina em filés
frescos e congelados de tilapia do Nilo a -18°C.

Tratamentos
Tempo (dias)  Choque térmico * Anestésico © Eletronarcose ®

0 54,240,352 54,6+0,35° 54,6+0,35°

1 54,2+0,35% 53,9+0,35% 53,4+0,35%
30 54,6+0,35% 53,5+0,35% 53,8+0,35%
60 54,7+0,35%° 53,4+0,35% 53,4+0,35%
90 53,9+0,35° 53,4+0,35% 53,1+0,35%
120 53,9+0,35%° 53,7+0,35% 53,1+0,35%
150 54,8+0,35% 53,9+0,35% 53,6+0,35%
180 53,8+0,35° 53,2+0,35° 53,4+0,35°

Letras minusculas iguais indicam que ndo houve diferenga significativa (p>0,05) entre os tempos. Letras
maiusculas iguais ao lado dos tratamentos indicam que ndo houve diferenga significativa (p>0,05) entre os
tratamentos. Média * erro padréo

A temperatura de desnaturagao da miosina foi mais elevada no primeiro dia
de congelamento para a eletronarcose (53,76°C) e choque térmico (53,89 °C) e
menor quando investigada aos 180 dias de congelamento 52,16 e 52,82°C

respectivamente. O efeito do congelamento dos filés ao longo do tempo pode ter
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causado a destruicdo de certas interagcdes entre as miofibrilas, tornando as

proteinas mais instaveis termicamente.

8.5.7. Textura Instrumental

A medida da textura tem sido utilizada em numerosos estudos com o
objetivo de avaliar as mudangas estruturais do musculo no decorrer do
armazenamento. A firmeza do musculo € um importante indice de frescor; quando
ocorre 0 amolecimento da carne, € um sinal de que o musculo esta sofrendo
algum processo de deterioragdo, com perdas da qualidade da carne (SUAREZ-
MAHECHA et al., 2007).

Os valores para textura dos filés de tilapia obtidos neste estudo (Figura 8.3)
mostraram que houve diferencas significativas (p<0,05) ao longo do tempo de
armazenamento e na interagao tratamento x tempo. Na regressao observa-se que
os tratamentos choque térmico e anestésico foram expressos pela mesma curva,
demonstrando que ambos apresentaram um comportamento semelhante. A maior
forca de compressdo aplicada nos filés do choque térmico, anestésico e
eletronarcose ao longo do tempo foi observada aos 60 dias de congelamento,
40,31, 42,66 e 49,61N e apds os 180 dias de congelamento houve uma redugao
da forca de compressao, 15,50, 19,95 e 22,9N, respectivamente.

Esse aumento na forca de compressao, esta relacionado com o
endurecimento aparente do filé, que pode ter ocorrido em fungédo da desidratagao
causada pelo congelamento ou pode estar associado com o aumento do pH no
musculo. Love et al. (1972), relataram que a aplicagdo de maiores forgas
mecanicas no filé estd relacionada a pequenos aumentos no valor de pH
muscular nos primeiros meses de congelamento.

A mudanga na textura da carne apo6s o armazenamento congelado é
explicada pela reducdo da solubilidade e desnaturacdo de proteinas musculares
(SIKORSKI et al., 1994).
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Figura 8.3 Teste de compressao dos filés de tilapia do Nilo armazenados
congelados a -18°C, durante 180 dias.

Em um estudo realizado por Suarez-Mahecha et al. (2007), com matrinxa
(Brycon cephalus) ocorreu uma reducao na forca de ruptura do filé ao longo do
tempo de armazenamento, que pode ter ocorrido devido a desintegracdo das
fibras de colageno no tecido conectivo, sendo conhecido como amolecimento do

musculo pés-morte.

8.5.8. Cor instrumental

Para os parametros de cor instrumental (L*, a*, b*) foram realizadas analises
de regressao, no entanto, nenhum dos modelos aplicados representou a grande
maioria dos dados obtidos, motivo pelo qual esses resultados estdo apresentados

na forma de tabela.

Para as variaveis a* (-) verde e (+) vermelho, foram observadas diferengas
significativas (p<0,05) entre os tempos e os tratamentos, como mostra a Tabela
8.7. No tratamento do choque térmico foi possivel observar um crescimento mais
acentuado ao longo do tempo, em relacdo ao tratamento anestésico, que
apresentou uma reducdo na intensidade da coloracdo vermelha dos filés.
Enquanto que no tratamento da eletronarcose ocorreram as maiores intensidades

da cor vermelha nos filés ao longo do tempo.
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Ramos et al. (2005), atordoando ra touro (Rana catesbeiana) por
eletronarcose, obtiveram valores de a* (1,94), valores muito semelhantes aos
encontrados nesse estudo para a eletronarcose. As menores intensidades da
coloragao vermelha no filé da tilapia foram observadas aos 120 dias para o

tratamento choque térmico (-2,3) e anestésico (-2,0).

Tabela 8.7 Valores médios da cor a* em filés congelados de tilapia do Nilo e
armazenados estocados a -18°C

Tratamentos
Tempo (dias)  Choque térmico * Anestésico * Eletronarcose *

1 -1,6+0,5%° -0,7+0,5% -1,3+0,5%
30 -0,7+0,5%° -0,5+0,5% -1,1+0,5%
60 -1,7+0,5° -1,8+0,5° -1,0+0,5"

90 -0,5+0,5? 0,1%0,5° 0,1%0,52
120 -2,3+0,5° -2,00,5° -0,5+0,5°
150 -0,8+0,5? -0,7+0,5° -1,5+0,5?
180 -0,8+0,5% -1,80,5% -0,410,5%

Letras minusculas iguais indicam que ndo houve diferenga significativa (p>0,05) entre os tempos. Letras
maiusculas iguais ao lado dos tratamentos indicam que ndo houve diferenga significativa (p>0,05) entre os
tratamentos. Média + erro padréo

A cor instrumental medida nos filés de tilapia ao longo do tempo foi
expressa de acordo com os padrdes da CIELab, onde a intensidade dos valores
b* (-) azul e (+) amarelo apresentou diferenga significativa (p<0,05) para a
interacado tratamento x tempo, como mostra a Tabela 8.8. O valor b* apresentou
aos 30 e 180 dias para o tratamento do choque térmico e aos 30 e 90 dias para o
anestésico e para a eletronarcose aos 120 e 150 dias, um aumento da coloragao
amarela nos filés. Este comportamento apesar de apresentar oscilagdes ao longo

do tempo nao causou qualquer efeito na qualidade da carne estocada congelada.

A intensidade L*, que varia de (preto-branco) apresentou diferencga
significativa (p<0,05) ao longo do tempo de estocagem (Tabela 8.9). No presente
estudo com tilapia do Nilo as maiores luminosidades foram observadas aos 60
dias de congelamento, para os trés tratamentos, choque térmico, eletronarcose e

0 anestésico de 58,2; 58,5 e 59,8, respectivamente. Ramos et al. (2005),

125



atordoando ra touro (Rana catesbeiana) utilizando choque térmico e eletronarcose

obtiveram valores de luminosidade 57,84 e 57,99.

Tabela 8.8 Valores médios da cor b* em filés de tilapia do Nilo em filés
congelados e armazenados estocados a -18°C.

Tratamentos
Tempo (dias) Choque térmico Anestésico Eletronarcose
1 8,1+0,66™ 8,4+0,66™ 7,7+0,66™
30 9,7+0,66"° 9,4+0,66"° 8,80,66"°
60 8,4+0,66"° 8,4+0,66"° 8,310,66"°
90 9,0+0,66"® 9,9+0,66"° 9,6+0,66"%"
120 7,610,662 9,4+0,66"%2 10,310,66"%
150 7,240,662 8,1+0,662 12,3+0,66"
180 9,6+0,66"° 7,540,662 9,6+0,66"%"

Letras maiusculas iguais na mesma linha indicam que ndo houve diferenga significativa (p>0,05) entre os
tratamentos. Letras mindsculas iguais na mesma coluna indicam que ndo houve diferenca significativa
(p>0,05) entre os tempos. Média + erro padrao

Lambooij, et al. (2008) observaram que variagdes nos padrdes de cor (L*,
a*, b*) em robalos (Dicentrarchus labrax) foram significativamente dependentes

do método de atordoamento/abate e do tempo de armazenamento.

Tabela 8.9 Valores médios da luminosidade L* em filés congelados de tilapia do
Nilo e armazenados estocados a -18°C.

Tratamentos ™

Tempo (dias) Choque térmico Anestésico Eletronarcose
1 54,6+1,28"° 53,8+1,28"° 54,2+1,28"°
30 54,9+1,28"° 52,7+1,28"° 54,1+1,28"°
60 58,2+1,28° 59,141,282 58,5+1,28°
90 54,4+1,28° 54,2+1,28° 50,0+1,28°
120 54,7+1,28% 57,8+1,28% 56,7+1,28%°
150 49,7+1,28° 50,1+1,28° 49,2+1,28°
180 54,3+1,28"° 53,9+1,28"° 52,9+1,28"°

Letras mindsculas iguais indicam que ndo houve diferenga significativa (p>0,05) entre os tempos. "™ indica
que nao houve diferenga significativa (p>0,05) entre os tratamentos. Média + erro padrao.

Digre et al. (2010) verificaram em bacalhau (Gadus morhua) que o estresse

moderado antes do atordoamento elétrico, causou diferencas significativas no
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valor de a* (maior intensidade de vermelho) e menores para o valor b* (menor

intensidade de amarelo nos filés).

8.5.9. Analise microbiolégica

De acordo com as normas e padrdes para alimentos, estabelecidos pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria para o pescado in natura, refrigerado, ou
congelado, devem ser observados o0s seguintes padrées microbioldgicos:
Salmonella sp, auséncia em 25¢g e Estafilococos Coagulase Positiva maximo de
10 UFC/g e coliformes fecais, no maximo 102UFC/g (ANVISA, 2001).

Nao foi detectada a presenca de E. coli em nenhuma das amostras durante
o periodo de armazenamento. Isso provavelmente ocorreu em virtude das tilapias
terem passado por um periodo de depuragao de 48h que permitiu a limpeza do
trato gastrointestinal evitando desse modo a contaminagao durante o abate e a
filetagem.

Salmonella sp foi ausente em todos os periodos e em todas as amostras.
Esse resultado era esperado, e esta de acordo com a exigéncia da legislagéo
vigente. A Salmonella é um microrganismo patogénico e seu habitat € o trato
gastrointestinal de humanos e animais. A mesma nao faz parte da microbiota
natural do pescado, sua presenca € oriunda principalmente do manuseio ou do

contato com superficies higienizadas de forma inadequada (LEITAO, 1997).

Tabela 8.10 Contagem de coliformes totais (Log 10 UFC/g) em filés de tilapia
mantidos sob congelamento (-18°C), durante 180 dias.

Tratamentos
Estocagem (dias) Choque térmico Anestésico Eletronarcose

0 2,0 1,3 2,3

30 1,8 1,0 1,8

60 1,8 2,0 1,7

90 1,9 2,2 1,3
120 1,6 1,3 1,0
150 2,0 2,0 1,8
180 2,0 2,0 1,0
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Os coliformes totais investigados no musculo do pescado, sendo
apresentados na Tabela 8.10. Todos os valores de coliformes totais encontram-se
dentro dos padrdes estabelecidos pela legislagdo, apresentando reducédo de
colénias ao longo do tempo de estocagem.

Na Tabela 8.11 estdo os resultados da contagem de Staphylococcus
aureus em filés de tilapia. Observando a tabela, verifica-se que nenhum dos

tratamentos apresentou valores acima dos limites estabelecidos pela legislagao.

Tabela 8.11 Staphylococcus aureus (Log 10 UFC/g) em filés de tilapia mantidos
sob congelamento (-18°C), durante 180 dias.

Tratamentos
Estocagem (dias) Choque térmico Anestésico Eletronarcose

0 2,0 2,0 1,7

30 2,0 2,0 2,0

60 2,0 2,0 2,0

90 1,5 2,0 2,0
120 2,0 2,0 2,0
150 1,3 2,0 2,0
180 1,3 2,0 2,0

As colbnias tipicas de Staphylococcus aureus, investigadas em filés de
tilapia do Nilo estdo dentro do limite exigido pela legislagao vigente, indicando que
os peixes foram manuseados de forma correta, logo apos a captura, e durante as

etapas de processamento foram adotadas medidas eficazes de higiene.

8.6.CONCLUSOES

Os peixes submetidos a diferentes métodos de insensibilizagdo, choque
térmico, anestésico e eletronarcose e seus filés armazenados congelados a (-
18°C), foram avaliados de acordo com a maioria das caracteristicas fisicas e
quimicas, e apresentaram-se aptos para o consumo até os 180 dias de
estocagem.

Boas praticas de higiene foram aplicadas nas etapas de processamento e

manipulacdo do pescado. Alguns microrganismos como a Salmonella sp, E. coli
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permaneceram ausentes e Staphylococcus aureus e Coliformes totais
mantiveram-se abaixo do limites permitidos pela legislagao.

A coloragdo dos filés no tratamento da eletronarcose apresentou maior
intensidade vermelha, causada pela hemorragia durante a aplicagdo do choque
elétrico.

Os trés métodos de insensibilizagao testados em tilapia do Nilo foram bem
executados e garantiram a qualidade dos filés estocados até 180 dias de

congelamento.

8.7.CONSIDERAGOES FINAIS

O método de insensibilizacdo testado nesse estudo para a tilapia do Nilo, a
eletronarcose, garantiu condicbes de bem-estar aos peixes, garantindo de
forma instantadnea a sua insensibilizagao e auséncia de qualquer tipo de dor ou
sofrimento no momento do abate.

A eletronarcose foi testada em escala laboratorial, com um numero
pequeno de animais e condigdes elétricas e de qualidade da agua controladas,
sendo, portanto necessario realizar um estudo sobre a sua aplicabilidade em

escala comercial, onde serdo abatidos grandes lotes de peixes diariamente.
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