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Caracterizagao do processamento tecnolégico e validade
comercial de sardinhas (Sardinella brasiliensis) anchovadas

Technological process and shelf life characterization of brined and
maturated sardines (Sardinella brasiliensis)

Cecilia Riscado Pombo,* Robson Maia Franco,** Eliane Teixeira Marsico**

Resumo

A sardinha anchovada é uma semiconserva resultante do processo de maturagao da sardinha (Sardinella brasiliensis) sob a agao
de enzimas tissulares e microbianas. O processo ocorre em meio anaerobico com elevada pressdo osmética causada por altas
concentragdes de sal. Como a matéria- prima pertence a familia Clupeidae, a formacéo de histamina ao longo do processamento
tecnoldgico pode ocorrer. Objetivou-se acompanhar a qualidade deste produto obtido em condigées experimentais a partir de
parametros fisico-quimicos e microbiologicos, ao longo do processamento tecnolégico e da validade comercial de sardinhas
anchovadas. Foram realizados a determinagdo de Bases Volateis Totais (BVT), pH, percentual de cloretos, quantificacdo de
histamina, enumeracéo de Enterococcus spp., pesquisa de Tetragenococcus spp., contagem de bactérias haldfilas e contagem
de Enterobactérias. A produgdo de BVT foi crescente com valor inicial de 13,90 mgN/100g no inicio do processamento tecnolégico
chegando ao maximo de 87,32 mgN/100g durante a validade comercial. Observou-se uma associagao de primeira ordem de
interagédo entre o cloreto de sddio (NaCl) e a matriz alimentar, a formagéo de histamina foi crescente e o pH decaiu. Houve
identificagdo do crescimento do género Pediococcus. Desta forma, concluiu-se que o crescimento bacteriano foi inibido pelo
elevado percentual de cloretos e pelos baixos valores de pH durante o processamento tecnoldgico, diminuindo a formagéo de
histamina e favorecendo o desenvolvimento de Pediococcus spp.
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Abstract

Brined and maturated sardines are a semi preserve fisheries product resulted of the action of tissue and microbial enzymes. The
process occurs in anaerobic medium with high osmotic pressure caused by high salt concentrations. As the raw material belongs
to the family Clupeidae the formation of histamine during the technological processing may occur. The aim of the study was to
follow physico-chemical and microbiological parameters during the technological process and shelf life of the product. Were
carried out the determination of total volatile bases (TVB), pH, percentage of chlorides, quantification of histamine, enumeration of
Enterococcus spp., Tetragenococcus spp. research, count of halophilic bacteria and count of Enterobacteria. The TVB production
initiates with 13.90 mgN/100g, getting to the maximum of 87.32 mgN/100g during shelf life. There was an association of the first
order interaction between the sodium chloride (NaCl) and the food matrix, the formation of histamine was increased and the pH
undergoes a decay in a single phase. There was identification of the genus Pediococcus. Thus, we concluded that bacterial growth
was inhibited by the high percentage of chlorine and the pH values during the technological process, decreasing the formation of
histamine and favoring the development Pediococcus spp.
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Introdugéao

A sardinha anchovada é o produto resultante do processo de
cura prolongada da sardinha (Sardinella brasiliensis), no qual
as enzimas tissulares e microbianas compartilham suas ag¢des
sobre os componentes da matriz alimentar (Oetterer, 2011).
Estas enzimas atuam sobre os hidratos de carbono e proteinas,
conferindo aspecto e aromas especiais ao produto, além de
produzirem substancias bloqueadoras da decomposigcdo do
pescado. Este produto é tecnologicamente descrito como uma

semiconserva pelo fato de ndo ser submetido a esterilizagédo
comercial ao longo do processamento (Pombo et al., 2009).

Amatéria-prima utilizada para o processamento tecnolégico pode
ser veiculadora de micro-organismos patogénicos, a maior parte
originada da contaminagédo ambiental (Ogawa e Maia, 1999; Jay,
2006). Além do mais, o0 manejo inadequado do pescado é outra
fonte importante de contaminagao, desde o momento da captura,
ainda nos barcos pesqueiros, até seu destino final, apés passar
por inumeras etapas de processamento e transporte.
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A histamina é considerada o maior ponto critico da industria de
pescado pelo potencial alergénico e pelo fato de ser termoestavel
(Huss, 1997; Karovi€ova e Kohajdova, 2005). Adicionalmente,
o potencial alergénico causado pela ingestdo de pequenas
concentragcdes de histamina pode ser potencializado pela
presenca de outras aminas biogénicas tais como a putrescina
e cadaverina (Lehane e Olley, 2000).

Peixes da familia Scombridae, como a cavala, cavalinha,
atuns, e também da familia Clupeidae, como a sardinha,
sdo frequentemente envolvidos em surtos de intoxicagéo
histaminica. Este fato esta associado aos elevados niveis de
histidina presentes na musculatura destas espécies (Ogawa e
Maia, 1999).

O principio da tecnologia de anchovagem consiste em um
processo onde ha aumento da pressao osmoética do meio
com uso de sal combinado com um sistema em anaerobiose
(Oetterer, 2011). A redugéo da atividade de agua controla o
crescimento microbiano (Pombo et al., 2009) e a anaerobiose
diminui os processos bioquimicos que poderiam provocar a
deterioragio do pescado (Oetterer, 2011). Em complementagéo
a acgao do sal, segundo Sikorski (1990), o cloreto de s6dio € um
dos componentes mais importantes na maturagéo, tanto para a
determinagéo do sabor como para que os processos quimicos
ocorram adequadamente.

As principais bactérias responsaveis pela formagao de histamina
pertencem a familia Enterobacteriaceae (Halasz et al., 1994;
Lehane; Olley, 2000). No entanto, outras bactérias produzem
enzimas descarboxilases, podendo ser citadas algumas bactérias
acido-laticas (Suzzi e Gardini, 2003) como o Enterococcus
spp. (Gardini et al., 2001; Giraffa, 2002) e o Tetragenococcus
muriaticus (Kuda et al., 2006; Satomi et al., 1997). De acordo
com Halasz et al. (1994), os géneros Escherichia, Salmonella,
Clostridium, Bacillus e Lactobacillus também possuem a
capacidade de produzir histidina descarboxilase.

Durante o processo de maturagéo, os aminoacidos livres no
musculo e os produzidos pela decomposi¢cdo de proteinas
podem ser degradados por agdo de enzimas descarboxilases e
desaminases (Pombo et al., 2009; Oetterer, 2011). Entretanto,
alguns fatores parecem interferir na formacéo de histamina e de
outras aminas biogénicas como, a disponibilidade de substrato, o
pH e a concentragao de sal (Bover-Cid et al., 2001; Gékuglu, 2003).

Pelo exposto e aliado ao fato de n&o haver legislagao brasileira
especifica para peixes anchovados, o presente estudo objetivou
acompanhar os parametros fisico-quimicos e microbioldgicos,
ao longo do processamento tecnoldgico e da validade comercial
de sardinhas anchovadas.

Material e métodos

Para realizacdo deste estudo utilizaram-se 250kg de sardinha
(Sardinella brasiliensis) formando um lote experimental de
processamento de sardinha anchovada elaborada por uma
industria nacional com Inspecao Federal.

O processamento tecnoldgico iniciou-se pela selegao e lavagem
da matéria- prima. Em seguida, foi realizada a pré-salga das
sardinhas inteiras n&o evisceradas colocando-as em camadas
alternadas de sardinha, sal grosso e gelo por um periodo de sete
a dez dias, com formacado de salmoura. A temperatura inicial
foi de 2°C, aumentando em um limite de 19°C durante a etapa
de pré-salga. Posteriormente, as sardinhas foram evisceradas
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e a salmoura formada na fase de pré-salga foi filtrada para
utilizagéo na fase de maturagéo e complementada com a adi¢do
de salmoura saturada fresca. A fase de maturagéo durou 90
dias (periodo minimo). Em etapa seguinte retirou-se a pele das
sardinhas que foram prensadas, filetadas, embaladas, coberta
com Oleo comestivel e lacradas a vacuo.

As amostras foram coletadas nas fases de processamento
tecnologico e validade comercial do produto pronto. Ao longo
do processamento tecnolégico, amostras da matéria-prima
fresca foram coletadas. Em seguida, amostras da pré-salga
(um, trés, sete e dez dias) e, mensalmente, durante a maturagao
(30, 60 e 90 dias). A cada amostragem, acondicionava-se o
produto em recipientes isotérmicos com gelo e encaminhava-se,
imediatamente, via terrestre, para os laboratérios de Controle
Microbioldgico e Controle Fisico-quimico de Alimentos.

Ao final do processamento tecnoldgico do lote experimental
alocado na industria, uma caixa contendo 24 embalagens do
produto pronto foi encaminhada para os laboratérios. Ao longo
da validade comercial foram coletadas amostras, mensalmente,
para a realizagéo das analises fisico-quimicas e bacterioldgicas.

Foram realizados a determinagéo de Bases Volateis Totais (BVT),
pH e percentual de cloretos (método de Morh) (Brasil, 1981),
quantificagao de histamina pelo método de espectrofluorimetria
(AOAC, 2002), enumeracgéao de Enterococcus spp. (Merck, 2002),
pesquisa de Tetragenococcus spp. a7 e 15% de NaCl através de
adaptagdo da metodologia utilizada por Kobayashi et al. (2004),
contagem de bactérias haldfilas (Brasil, 2003) e contagem de
enterobactérias (Brasil, 2003).

Todas as analises foram realizadas em ftriplicata e os dados
analisados pelo programa estatistico Graph Pad Prism® por
analise de regresséo (Radushev, 2007).

Resultados e discussao

A producado de Bases Volateis Totais (BVT) demonstrou
um comportamento crescente dos valores durante a fase
de processamento tecnolégico, com um valor de 13,9mg
N-BVT/100g no inicio do processo, alcangando o valor maximo
de 87,32 mg N-BVT/100g no quinto més da validade comercial,
como pode ser observado na Figura 1.
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Figura 1: Comportamento da concentragdo de Bases Volateis Totais (BVT),
em N-BVT/100g da amostra, de sardinhas (S. brasiliensis) anchovadas durante
processamento tecnoldgico e parte da validade comercial do produto pronto.
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Durante o processamento tecnolégico de sardinhas anchovadas
ha agao de enzimas sobre os componentes da matriz alimentar
resultando na formagédo de compostos nitrogenados, como a
amodnia, a trimetilamina e a dimetilamina (Oetterer, 2003). Pelo
fato de ndo ser submetido a esterilizagdo comercial, a agao das
enzimas permanece durante a validade comercial do produto
pronto.

Pombo et al. (2009), ao compararem diferentes processamentos
tecnolégicos para a elaboracdo de sardinhas anchovadas,
avaliaram a producado de bases volateis encontrando valores
crescentes durante a fase de fabricagdo da mesma forma como
ocorrido na presente pesquisa durante 0 mesmo periodo.

Os resultados referentes a analise de cloretos sdo demonstrados
a partir da equagéao apresentada na Figura 2, onde observa-se
uma associagéo de primeira ordem de interagéo entre o cloreto
de sédio (NaCl) e a matriz alimentar durante o processamento
tecnoldgico. Apos 24 horas de salmoura, as amostras analisadas
apresentaram média de 2,37% de NaCl, chegando ao maximo
de 17,52% aos 30 dias de maturacgao. A cada intervalo de tempo
ocorrido entre a coleta das amostras, uma fragéo percentual de
NaCl se liga a porgdo muscular da sardinha (S. brasiliensis).
Contudo, com o avango do tempo parece ocorrer saturagédo da
por¢cdo muscular, fazendo com que a curva do grafico se torne
uma reta.
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Figura 2: Regresséo linear do percentual de cloretos de sardinhas (S.
brasiliensis) anchovadas durante processamento tecnolégico.

Na Figura 3 pode ser observado o comportamento da
concentragédo de cloreto, envolvendo as etapas de produgao
e validade comercial, tanto o periodo de processamento
tecnoldgico quanto a validade comercial. Através da equagéo
apresentada observa-se que os percentuais de cloreto
apresentam comportamento linear seguido de uma fase de
decaimento ao longo do periodo de estudo. A fase linear
representa a saturagcdo da porgdo muscular das sardinhas
no periodo de processamento tecnolégico. Durante o
processamento tecnoldgico, o excesso de salmoura absorvido
pela por¢gdo muscular é retirado na etapa de prensagem, o que
explica o decaimento da concentragao percentual de cloreto.

A alta concentragdo de cloreto de sédio (NaCl) influencia o
metabolismo bacteriano e gera progressiva alteracéo nas
membranas. Concentragdes de 3,5 a 5,5% de NaCl podem inibir
a formacao de histamina (Henry e Koehler, 1986).

Aformacéo de histamina, em mg.kg™, foi crescente durante todo
o periodo de processamento, mantendo esse comportamento
durante a validade comercial (Figura 4). Pelo fato de ser
classificado como semiconserva, o produto ndo é submetido
a tratamento térmico pelo calor durante o processamento
tecnoldgico, o que permite inferir que as enzimas histidina
descarboxilases continuem atuando. Pombo et al. (2009)
também observaram aumento dos teores de histamina.
Entretanto, esse comportamento foi avaliado somente durante
o processamento tecnoldgico de sardinhas anchovadas.
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Figura 3: Representacéo grafica do percentual de cloretos durante as
fases de produgédo e validade comercial de sardinhas (S. brasiliensis)
anchovadas.
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de maturagdo enzimatica em salmoura
fabricados a partir de espécies de peixes
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Figura 4: Teor e Histamina, em mg.Kg-1, durante processamento tecnolégico e validade comercial de

sardinhas (S. brasiliensis) anchovadas.
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Rodtong et al., 2005). Este fato parece estar relacionadocom os
valores de histamina encontrados terem sido inferiores ao limite
estabelecido pela legislacdo europeia. Entretanto, a literatura
faz referéncia a casos de intoxicagédo histaminica com niveis de
50mg.kg (Lehane e Olley, 2000). A auséncia de crescimento
bacteriano também ocorreu nos meios de Chromocult®, utilizado
para enumeragado de Enterococcus spp., € no meio de MRS
adicionado de 15% de NaCl para averiguagéo da presenga de
Tetragenococcus spp., sendo estes géneros bacterianos também
relacionados com a formagéao de histamina (Satomi et al., 1997;
Gardini et al., 2001; Giraffa, 2002; Kuda et al., 2006).

Contudo, bactérias halofilicas foram observadas aos 30 dias
de maturagéo e, posteriormente, no primeiro e sétimo més de
validade comercial do produto pronto. A contagem destas col6nias
foi inferior a 3 UFC/g da amostra, mas a identificagcdo do género
bacteriano foi realizada através da caracterizagdo morfotintorial
e posteriormente por provas bioquimicas. No esfregaco corado
pelo método de Gram foi observada a presenga de cocos
Gram-positivos, alguns em tétrades. As provas bioquimicas
que se seguiram foram baseadas em Koneman (2005) e no
Manual Bergey (1994). Além do crescimento de col6nias em
meio contendo 7% de NaCl, que demonstram a caracteristica
halofilia dos micro-organismos isolados, o resultado da catalase
foi negativo. Houve crescimento bacteriano em meio BHI 7%
de NaCl nas temperaturas de 10°C, 35°C e 45°C, sendo que
o crescimento bacteriano a 35°C foi maior, seguido de 45°C e
10°C. Outras provas bioquimicas foram realizadas indicando
que o género bacteriano isolado foi o Pediococcus ssp.. Este
mesmo género foi identificado no meio MRS contendo 7% de
NaCl, aos 30 dias de maturagéo e no sétimo més de validade
comercial. O fato de as amostras analisadas serem compostas
por exemplares de sardinhas favorece o isolamento de micro-
organismos em alguns pontos de coleta e ndo em outros.

O género Pediococcus faz parte do grupo de bactérias
denominada Bactérias Acido Laticas (BAL) (Manual Bergey,
1994; Jay, 2006). A acdo de enzimas proteoliticas como a
tripsina e pepsina (Oetterer, 2011a) degradam proteina gerando
metabdlitos que sdo utilizados com fonte de energia para o
crescimento de BAL (Cosansu et al., 2010).

Os valores de pH analisados durante o processamento
tecnoloégico sao apresentados na Figura 5. A equacgao resultante
da andlise de regresséo destes dados demonstra que o pH
decai de forma inversa a concentragdo de cloretos durante o
mesmo periodo Figura 2). Este fato parece estar relacionado
com a ionizagdo do NaCl na salmoura. Os valores de pH
durante o processamento tecnoldgico variaram entre 6,3 e 5,36,
semelhantes aos encontrados por Kiline et al. (2006) e Pombo et
al. (2009), o que valida o fato de que com o processamento, ha
queda do valor do pH favorecendo o crescimento de BAL, além
de promover a inibigdo da microbiota acompanhante (Franco e
Landgraf, 1996).

A Figura 6 contém os dados relativos ao pH durante o
processamento tecnoldgico e validade comercial.

O pH do pescado maturado tende a ser acidificado em fungéo da
presenca de substancias resultantes da degradagéo da matriz,
podendo estar presentes os aminoacidos histidina, alanina,
leucina, fenilalanina, prolina e acido glutdmico entre outros
componentes como acido indol acético, acido indol butirico e
acido hidroxi fenil piravico (Oetterer, 2011).
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Figura 5: Comportamento do pH de sardinhas (S. brasiliensis) anchovadas
durante processamento tecnoldgico.
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Figura 6: Comportamento do pH de sardinhas (S. brasiliensis) anchovadas
durante a validade comercial do produto pronto.

Relacionando a formagéo de histamina com os valores de pH, pode-se
sugerir que a faixa de pH durante o processamento tecnolégico parece
ter relagéo com a formag&o da histamina. Koesseler et al. (1928) citado
por Halasz et al. (1994) sugerem que a formagao de aminas biogénicas
é um mecanismo de defesa das bactérias a um meio muito &cido.
Entretanto, Caccioppoli et al. (2006), estudando aminas biogénicas em
salames tipo italiano, constatou a inexisténcia de correlag&o significativa
entre os valores de pH e os teores de aminas biogénicas nesse estudo,
porém afirma que a velocidade de redugéo do pH é mais relevante do
que o pH final na formagao destas aminas.

O pH é um fator importante na formagédo de aminas biogénicas,
pois interfere na descarboxilagdo dos aminoacidos, que ocorre
em maior concentragdo em meio acido. O valor 6timo de pH
para a formagao de AB esta entre 2,5 e 6,5, pois nesta faixa a
bactéria é estimulada a produzir mais descarboxilases como
forma de defesa ao meio (Halasz et al., 1994).

Entretanto, Gardini et al. (2001) estudou os efeitos do ph, tempe-
ratura e concentragao de NaCl na cinética de crescimento, atividade
proteolitica e produgéo de aminas biogénicas pelo Enetrococcus
faecalis, e apresentou resultados que demonstraram que da
produgdo de aminas biogénicas foi maior com o aumento do
pH (5,4 — 7,0) e diminui¢cdo do percentual de NaCl.
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Zaman et al. (2009), em revisdo sobre a producdo de aminas
biogénicas em molhos a base de pescado, concluiram que o
pH na faixa de 5,0 a 7,1, a temperatura (6timo de 37°C) e a
concentragao de sal (5 a 20%) séo fatores que interferem no
crescimento bacteriano e, consequentemente, na produgéo de
aminas biogénicas.

Conclusao

O crescimento bacteriano dos principais géneros relacionadoscom
a formacao de histamina foi inibido pelo elevado percentual de
cloretos e baixos valores de pH ao longo do processamento
tecnolégico e validade comercial de sardinhas (S. brasiliensis)
anchovadas. Este controle permitiu que a formagao de histamina
fosse inferior ao limite preconizado pela legislagdo europeia.

Agradecimento

Os valores de pH durante o processamento tecnoldgico
e validade comercial inibiram o crescimento dos géneros
bacterianos estudados, porém favoreceram o desenvolvimento
de Pediococcus spp.

A producéo de Bases Volateis Totais (BVT) foi crescente até o
quinto més de validade comercial seguido de decaimento das
bases em fungao da agéo enzimatica continua sobre o produto
pronto por ndo haver tratamento térmico pelo calor durante o
processamento tecnoldgico.

Em funcao dos resultados obtidos é importante que seja feito um
alerta para os consumidores deste produto sobre a intoxicagao
histaminica por pessoas com maior sensibilidade alergénica.
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