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RESUMO

O estado de Santa Catarina ¢ maior produtor nacional de moluscos bivalves, sendo destaque os
mexilhdes, ostras e vieiras na economia do estado. Moluscos bivalves sdo organismos
filtradores que captam seu alimento da dgua e pode vir acumular bactérias, toxinas e virus
presentes na agua. As ostras da espécie Crassostrea gigas sao as mais produzidas no estado e
podem conter uma microbiota muito variada de bactérias deteriorantes e patogénicas. Durante
o beneficiamento de ostras in natura é exigido pelo Plano Nacional de Controle Higi€nico
Sanitario de Moluscos Bivalves (PNCMB) a lavagem com 4gua hiperclorada (concentragdo de
Sppm residual), mas ndo fica claro se o efeito do cloro ¢ eficaz para redugao de possiveis micro-
organismos patogénicos. Desta forma, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do cloro nas
ostras C. gigas durante o tempo de armazenamento, a 5,0+0,7°C, através de ensaios
microbioldgicos, andlises fisico-quimicas incluindo umidade e pH, e mortalidade das ostras. As
ostras foram coletadas pelo Centro de Desenvolvimento em Aquicultura e Pesca (Cedap),
institui¢do parceira neste projeto, na baia sul de Santa Catarina na fazenda marinha Atlantico
Sul, durante o més de Setembro. As ostras foram divididas em dois grupos de amostras, o grupo
que passou pelo processo com agua hiperclorada e o grupo controle, e as anélises foram realizas
em intervalos de tempos selecionados (0, 1, 2, 4, 6 e 8§ dias), em cada tempo, 6 ostras de cada
grupo era destinado aos ensaios microbioldgico e 3 ostras de cada grupo pra os ensaios fisicos,
um total de 9 ostras em cada tempo e a mortalidade eram observados nas 9 ostras selecionadas
em cada grupo. Os resultados obtidos foram, auséncia de Salmonella spp nos dois grupos de
amostras, realizado no primeiro e ultimo dia, e contagens de E. coli abaixo do limite de
quantificagdo ante os dias de armazenamento. As contagens de bactéria aerobias e halofilicas
durante os 8 dias de armazenamento, estavam de acordo com alguns estudos, indicando estar
em boas condi¢oes de qualidade. Observou-se crescimento de Vibrio spp. no 4° dia de
armazenamento, € a espécie isolada foi o V. alginolyticus nas amostras do grupo tratadas com
agua hiperclorada. Durante o tempo de armazenamento as amostras do grupo com agua
hiperclorada e amostras do grupo controle apresentou baixa perda de agua e o pH ndo foi
evidenciado a baixo de 6, indicativo de boa qualidade. A taxa de mortalidade das amostras com
agua clorada foi 13% superior ao grupo controle com 11%, um achado nesse estudo, foi que o
cloro pode ter apresentado alguma toxicidade sobre as ostras, entretanto ¢ necessario mais
pesquisas, com uma amostragem maior para poder avaliar este efeito. Neste estudo concluiu-
seque nao foi observada diferencga estatisitica entre os dois grupos, quanto a utilizagao do cloro
(p>0,05) para os parametros microbioldgicos e fisico-quimicos avaliados. Exce¢do foi
observada para as contagens de bactérias psicrotroficas aerdbias para as quais foram obtidas
contagens menores (p<0,05) nas amostras do grupo com agua hiperclorada em relagdo as
amostras do grupo controle, o que nos permite concluir que o tratamento com agua hiperclorada
influenciou nestas contagens durante os oito dias de armazenamento.

Palavras-chave: Ostras Cassostrea gigas. Agua hiperclorada. Plano Nacional de Controle
Higiénico Sanitario de Molusco Bivalves (PNCMB).






ABSTRACT

The state of Santa Catarina is the major producer of bivalve mollusks, with special attention for
the the mussel, oyster, and scallops in the economy of the state. Bivalve mollusks are filtering
organisms that can capture their food from water and can accumulate bacteria, toxins, and
viruses present in water. The oysters of the Crassostrea gigas species are the most produced in
the state and could have a very varied microbiota of spoilage and pathogenic bacteria. During
the processing of fresh oysters, the National Hygienic Sanitary Control Plan (PNCMB) requires
the washing with hyperchlorinated water (residual 5ppm concentration), but it is not clear
whether the effect of chlorine is effective in reducing possible pathogenic microorganisms.
Thus, this study aimed to evaluate the effect of chlorine on C. gigas oysters during storage
period at 5.5 £ 0.7 °© C through microbiological assays, physicochemical analysis including
moisture and pH, and oyster mortality. The oysters were collected by the Center for Aquaculture
and Fishing Development (Cedap) from the southern bay of Santa Catarina Island in the South
Atlantic Harvest Area in the mounth of September. It was divided into two sample groups, the
hyperchlorinated water process group, and the control group, and the analyses were performed
at selected time intervals (0, 1, 2, 4, 6 and 8 days), et each time, 6 oysters from each group were
used for microbiological assays and 3 oysters from each group for physical assays, a total of 9
oysters at each time and mortality was observed in the 9 oysters selected in each group. The
results obtained were absence of Sal/monella spp in both sample groups, performed on the first
and last day, and low E.coli counts during the storage days. Aerobic and halophilic bacterial
counts during the 8 days of storage agreed with some studies and good quality.Growth of Vibrio
spp. on the 4th day of storage, and the species isolated was V. alginolyticus in the group samples
with hyperchlorinated water. During storage time, the samples of the group with
hyperclorinated water and samples of the control group showed low water loss and pH was not
evidenced below 6, indicative of good quality. The mortality rate of the chlorinated water
samples was 13% higher than the 11% control group, a finding in this study was that chlorine
may have shown some toxicity on oysters, however more research is needed, with a larger
sampling for oysters. In this study it was concluded that no statistical difference was observed
between the two groups regarding the use of chlorine (p>0,05) for the microbiological and
physicochemical parameters evaluated. Exception was observed for the counts of aerobic
psychrotrophic bacteria for which lower counts were obtained (p<0,05) in the samples of the
group with hyperchlorinated water compared to the samples of the control group which, allows
us to conclude that the treatment with hyperchlorineted water influenced these counts during
the eight days of storage.

Keywords: Oyster Crassostrea gigas. Hyperchlorinated water. National Hygienic Sanitary
Control Plan (PNCMB).
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1 INTRODUCAO

O estado de Santa Cataria ¢ o a maior produtor nacional de ostras e mexilhdes
cultivados, com destaque aos municipios localizados nas baias Norte ¢ Sul da Ilha de Santa
Catarina que representa cerca de 97% da produgao estadual (SANTOS; GIUSTINA, 2018).

Ostras sdo organismo que se alimentam filtrando 4gua do mar, neste processo também
podem vir a acumular microrganismos, como virus e bactérias, toxinas e outras substancias que
podem estar presentes na agua. Deste modo, podem acumular uma elevada carga microbiana e
representar um risco para saide dos consumidores, se consumidas cruas ou levemente cozidas
(TRIBUZI, 2013; RUBINI et al., 2018).

A qualidade da agua ¢ um fator importante e determinante para a qualidade
microbioldgica de ostras nela cultivadas. A carga microbiana estd associada a descarga continua
de esgotos, escoamento de agua superficiais de terras agricolas e urbanas, atividades de
navegacao e animais domésticos (GARBOSSA et al., 2017; SUPLICY, 2018).

O Plano Nacional de Controle de Higiéncio-Sanitario de Moluscos Bivalves (PNCMB)
estabelece o critério de monitoramento microbiolégico de moluscos bivalves por meio da
estimativa da densidade média da bactéria Escherichia coli em 100 gramas da parte comestivel
(BRASIL, 2012).

A instru¢do normativa que institui o PNCMB determina que na planta processadora de
moluscos bivalves deve estar prevista a utilizacdo de equipamento adequado para hipercloragao
da agua (5 ppm de cloro residual) utilizada na lavagem dos moluscos. Isto ¢, apds a colheita
dos animais e durante o seu periodo de inspecdo em unidades processadoras, deve-se utilizar
agua hiperclorada para lavagem da matéria-prima, mas nao fica claro se ¢ uma forma de reduzir
a contagem microbiana presente e poder oferecer maior seguranga ao consumidor (BRASIL,
2012).

Contudo, ndo héd at¢ o momento estudos que evidenciem se esta pratica interfere na
qualidade microbiolégica e fisico-quimica dos moluscos bivalves. Sendo assim, sdo necessarios
estudos que verifiquem se a contaminag¢do da parte externa das conchas tem ou nao relagdo com
a contaminagdo da parte comestivel e se essa pratica ainda pode ocasionar mortalidade das
ostras, e/ou, diminui¢do da sua vida util. Destaca-se que este trabalho ¢ parte de um projeto

concebido e em execugdo em parceria com o CEDAP/EPAGRI.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia do tratamento com agua hiperclorada
na qualidade microbioldgica, fisico-quimica e mortalidade de ostras Crassostrea gigas durante

o periodo de armazenamento.

2.1.1 Objetivos Especificos

¢ Avaliar a influéncia do tratamento com jato de 4gua hiperclorada a 5 ppm na qualidade
de C. gigas durante 8 dias de armazenamento a temperatura de 5,5+0,7°C.

e Realizar contagens microbioldgicas nas amostras de ostras durante os 8 dias de
armazenamento;

e Determinar a mortalidade das ostras e analisar os parametros fisico-quimicos durante

os 8 dias de armazenamento;
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 AQUICULTURA

O termo aquicultura refere-se ao cultivo de organismos aquaticos como peixes,
moluscos, crustdceos, plantas aquaticas, crocodilos, jacarés e anfibios, podendo ser tanto
continental (4gua doce) como marinha (adgua salgada) (BARNABE, 1990; FAO, 2018).

De acordo com a Organizagdo das Nagdes Unidas para Alimentagdo e Agricultura
(FAO), a aquicultura segue crescendo mais rapido comparado a outros setores principais de
producdo de alimentos. Entre as décadas de 1980 e 1990 apresentou taxas de crescimento anual
de 11,3% e 10,0% (excluindo plantas aquaticas) e entre o periodo de 2000 e 2016 apresentou
um crescimento médio anual de 5,8%. Os pescados e os produtos pesqueiros sdo alguns dos
alimentos mais comercializados no mundo. Em 2016, cerca de 35% da producdo pesqueira
mundial entrou em comercio internacional em diversas formas de consumo humano ou com
fins nao comestiveis (FAO, 2018).

A produgdo mundial de aquicultura em 2016 foi de 80,0 milhdes de toneladas de
pescados comestiveis, 30 milhdes de toneladas de plantas aquaticas, assim como 37.900
toneladas de produtos ndo alimentares. Do total de pescados comestiveis produzidos, 67,6%
sdo peixes de barbatanas, 21,4% sdao moluscos, 9,9% sdo crustaceos e 1,1% s@o outros animais
aquaticos. A China foi o maior produtor de pescado comestivel cultivado no ano de 2016,
seguido da Noruega, Vietnd e Tailandia. A Unido Europeia (UE) constitui o maior mercado
unico de pescados e produtos pesqueiros, seguido dos Estados Unidos e Japdo, estes trés
mercados em 2016 representaram aproximadamente 64% do valor total de importacdes
mundiais (FAO, 2018).

A aquicultura marinha conhecida como maricultura, envolve o cultivo de moluscos,
algas, camaroes e crustaceos (FAO, 2018; SOUZA, 2003). Em 2016, a produgdo mundial de
pescado comestivel procedente da maricultura foi de 28,7 milhdes de toneladas, sendo
predominante os moluscos bivalves com 58,8% da produ¢do mundial. As espécies de moluscos
bivalves mais comercializadas no mundo sdo os mexilhdes, ostras e vieiras. Em 2016, a China
apontou como o maior exportador de moluscos bivalves do mundo, com comercializagao quase

trés vezes a do Chile, que figura em segundo lugar. A China apresenta um consumo nacional
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significativo, embora a Unido Europeia seja o maior mercado Unico de moluscos bivalves
(FAO, 2018).

As ostras representam 97% da aquicultura mundial (EUROPEAN COMMISION,
2013), Ostras dos géneros Ostione nep, Crassostrea sp., foi a espécie de maior producao
mundial de molusco e especificamente a C. gigas se encontrou em sexto colocado (FAO, 2018).

No Brasil, o estado de Santa Catarina, que apresenta um pouco mais de 1% da érea total
do pais, ¢ responsavel por 93% da producao de moluscos bivalves. As excelentes condigdes
geograficas desta area, como a presenca de um grande niimero de baias, favorecem o cultivo
destes organismos marinhos. Os moluscos bivalves cultivados em Santa Catarina
compreendem, principalmente mexilhdes (Perna perna), seguido por ostras (Crassostrea gigas
e C. rhizophorae) e vieiras (Lyropecten nodosus) (EPAGRI, 2012; SANTOS; GIUSTINA,
2018; FAO, 2019).

A produgao de moluscos bivalves (mexilhdes, ostras e vieiras) comercializada em 2017
por Santa Catarina foi de 13.580 toneladas, representando uma reducdo de 11,7% em relacdo a
2016 (figura 1). Atuou diretamente na produ¢do um contingente de 565 maricultores, redu¢ao
de 8,6% em relagdo a 2016 (604 maricultores), distribuidos em 11 municipios do litoral,

compreendidos entre Palhoga e Sao Francisco do Sul (SANTOS; GIUSTINA, 2018).

Figura 1. Evolucao da produ¢do de moluscos comercializados em Santa Catarina entre os

anos de 1990 e 2017.
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Os municipios que mais contribuiram para producdo total de moluscos bivalves foi
Palhoga (8.093 toneladas), seguido por Florianopolis (2.800 toneladas), Bombinhas (936
toneladas), Sao José (432 toneladas) e Penha (597 toneladas) (SANTOS; GIUSTINA, 2018).

3.1.1 Qualidade da agua dos moluscos bivalves

Os moluscos bivalves sdo organismo filtradores que captam seu alimento, na agua e
neste processo também pode vir a acumular microrganismos, como virus e bactérias, toxinas e
outras substancias que podem estar presentes no ambiente marinho. Deste modo, podem
acumular uma carga microbiana significativa e representar um risco para satde dos
consumidores, especialmente se forem consumidos crus ou mal cozidos (RUBINI et al., 2018;
SUPLICY, 2018).

A qualidade da agua ¢ um fator importante e determinante para a qualidade
microbioldgica dos moluscos bivalves nela cultivados. Tratamento de esgoto ineficiente,
escoamento de dgua superficiais de terras agricolas e urbanas, atividades de navegagdo e
animais domésticos sdo algumas das potenciais fontes poluidoras que podem introduzir perigos
biologicos nas dguas utilizadas para a maricultura (GARBOSSA et al., 2017; SUPLICY, 2018).

Em relacdo as bactérias que podem contaminar os moluscos bivalves e que representam
um grande impacto a satde publica, pode-se citar Vibrio cholerae, Vibrio parahaemolyticus,
Vibrio vulnificus, Clostridium botulium, que sdo bactérias encontradas naturalmente no
ambiente marinho; bactérias provenientes do intestino de animais de sangue quente, indicativo
de contaminagdo de origem fecal, dentre elas Campylobacter jejuni, Escherichia coli,
Salmonella spp, Shigella spp e Yersinia enterocolitica. Ja espécies como Bacillus cereus,
Staphylococcus aureus, Cloristridium perfrigens e Listeria monocytogenes podem contaminar
os moluscos bivalves através de praticas inadequadas e falta de boas praticas no processamento.
Em relacao aos virus, os de maior incidéncia em pescados sao os norovirus € Hepatite A (HUSS;
GRAM, 2004; FDA, 2019).

Em um estudo conduzido por Fusco et al. (2013) no sul da Italia, foi apontada a presenca
de Escherichia coli e norovirus nas amostras de moluscos bivalves Mytilus galloprovincialis e
Solen marginatus. Estudo realizado em amostras de mexilhdes coletadas ao longo da costa

atlantica marroquina foi constatada a presenca de Escherichia coli, Salmonella spp., Vibrio
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parahemolyticus, Vibrio alginolyticus e Vibrio cholerae (MANNAS et al, 2014). No Brasil, o
estado de Sao Paulo relatou presenga de Salmonella spp., Staphylococcus coagulase positiva e
Coliformes termotolerantes em amostras de ostras (Crassostrea sp. (BALLESTEROS et al.,
2016). No estado de Santa Catarina, ocorréncia de bactérias como V.
parahaemolyticus, V.vulnificus, Vibrio alginolyticus, V.cholerae, V. fluvialis, Coliformes a
45°C, E. coli e presenca de virus da Hepatite A, adenovirus humano, norovirus humano
genogrupo I (GI) em amostras de ostras foi reportada por diferentes autores (RAMOS et al.,
2012; SOUZA et al., 2012; RAMOS et al., 2014).

Os moluscos bivalves consumidos cru ou mal cozidos, podem representar um risco
significativo para a saide publica, sendo importante medidas de monitoramento da agua,

tratamento de esgoto, controle sanitario para prevenir risco a saude dos consumidores

(GARBOSSA et al., 2017; RUBINI et al., 2018).

3.1.2 Legislacao

Nos Estados Unidos o programa de controle sanitario de moluscos bivalves, National
Shelfish Sanitation Program (NSSP), classifica as areas de cultivo através contagem de
coliformes a 45 °C na agua, em NMP por 100mL. Durante o ano ¢ realizado monitoramento
tanto da agua quanto de moluscos bivalves destinado ao consumo humano. O controle
bacteriologico de moluscos bivalves é baseado na contagem de Vibrio spp., mais
especificamente Vibrio vulnificus e Vibrio parahaemolyticus e estabelece limite maximo de
30NMP/g da carne e liquido intravalvar (NSSP, 2017).

O regulamento da Unido Europeia (UE) classifica a area de cultivo de moluscos bivalves
em trés categorias, classes A, B e C, com base na contagem do NMP de E. coli por 100g da
carne e liquido intravalvar. Os moluscos bivalves provenientes da classe A ndo podem exceder
o limite de 230 NMP de E. coli por 100g, permitido para o consumo humano direto. Em relagao
a classe B e C ndo devem exceder o limite de 46.000 NMP de E. coli por 100g. De acordo com
a legislagdo pertinente, moluscos bivalves provenientes das classes B ¢ C s6 podem ser
comercializados apds tratamento pos colheita em um centro de depuragdo ou afinagio (UE,
2004).

Ainda na Unido Européia, o regulamento técnico aplicado aos géneros alimenticio,

determina os critérios microbioldgicos para a comercializagdo de moluscos bivalves vivos, de
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acordo com esta normativa, moluscos bivalves devem atender os limites de 230 NMP de E. coli
por 100 gramas e auséncia de Samonella spp (UE, 2005).

No Brasil, a qualidade microbiologica das dguas destinadas ao cultivo de moluscos
bivalves para a alimentagdo humana segue os parametros estabelecidos pela Resolugdo n°357,
marco de 2005, do Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA), através da contagem
de coliformes termotolerantes na agua.

A amostragem necessaria deve apresentar no minimo 15 amostras coletadas no mesmo
local e ndo deve exceder a média geométrica de 43 NMP/100mL de coliformes termotolerantes,
e o pencentil 90% nao devera ultrapassar 88 NMP/100mL. Esses indices deverdo ser mantidos
em monitoramento anual, com um minimo de 5 amostras. (BRASIL, 2005).

O Programa Nacional de Controle Higiénico-Sanitario de Moluscos Bivalves
(PNCMB), implantado através da Instrucdo Normativa Interministerial n°7, de 8 de maio de
maio de 2012, estabelece critérios para o controle sanitario na producdo e comercializagao de
ostras, mexilhdes, vieiras e berbigdes. O controle microbiologico estabelecido € a contagem do
NMP de E.coli por 100 gramas da parte comestivel dos moluscos bivalves. (BRASIL, 2012).

A portaria n° 175 de maio de 2013 definiu o plano de amostragem para o
monitoramento ¢ a defini¢do dos critérios para retirada dos moluscos bivalves das areas de

extragdo ou cultivo, conforme consta no quadro 1.

Tabela 1. Critérios microbiologicos estabelecidos para defini¢do da retirada de moluscos
bivalves das areas de cultivo no Brasil.

NO
amostras  N° amostras 230<  N° amostras Resultado de retirada de moluscos
<230 NMP<46000 NMP>46000 bivalves
NMP
=5 =0 =0 Liberada
=4 =1 = Liberada
=4 = = Suspensa
<3 >2 =0 Liberada sob condi¢ao
>4 >1 >1 Suspensa

FONTE: BRASIL (2013).

A Resolucdo-RDC n°12, de 02 de janeiro de 2001, regulamentada pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), que determina os padrdes microbioldgicos para

alimentos destinados ao consumo humano, estabelece para moluscos bivalves in natura,
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contagem de estafilococos coagulase positiva até 10°UFC/g e auséncia de Salmonella sp. em

25 gramas (ANVISA, 2001).

3.1.3 Ostra (Crassostrea gigas)

A ostra da espécie Crassostrea gigas (C. gigas), conhecida como ostra do Pacifico ou
Japonesa, pertence ao filo Mollusca, classe bivalve (RUPP, 1995; GOSLING, 2001). De forma
geral, a estrutura da ostra é composta por um corpo macio protegido por duas segoes de conchas
calcarias, unida por um ligamento do tipo dobradica em uma das extremidades (WHEATON,
2007). A carne propriamente dita ¢ presa em cada extremidade do musculo adutor unindo as
duas valvas, controlando a abertura e fechamento das mesmas (GOSLING, 2001; WHEATON,
2007).

As valvas sdo compostas principalmente por carbonato de célcio, e apresentam estrutura
bastante varidvel. De maneira geral, a valva inferior ou esquerda ¢ maior e mais concava, sendo
a qual, a ostra encontra fixada ao substrato, enquanto a valva superior ou valva direita ¢
geralmente mais plana (RUPP, 1995).

A C. gigas ¢ nativa na regido oeste do pacifico, encontrada naturalmente no Japao,
Coréia e China, entretanto cultivada em diversas regides da Europa, América do Norte e
América do Sul, apresentando boa distribui¢ao global (IMAI, 1982 apud MANZONI, 2006;
GOSLING, 2001; SCHMITT, 2006).

No Brasil, o cultivo de C.gigas foi introduzido no ano de 1974, quando as primeiras
importagdes de semente de ostras foram realizadas, pelo Instituto de Pesquisa da Marinha em
Cabo Frio/RJ (POLI, 1995). O estado de Santa Catarina deu inicio a pesquisa e
desenvolvimento tecnoldgico de C. gigas, na década de 80 pelo departamento de aquicultura
da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), e o ano de 1990 representa o inicio da
maricultura em escala comercial, tanto da producao de Ostra C. gigas, quanto a de mexilhdo e
vieiras (ANDRADE, 2016). Atualmente Santa Catarina ¢ o maior produtor nacional de C. gigas
e representa um forte impacto econdomico para o estado (ANDRADE, 2016; SANTOS;
GIUSTINA, 2018).

O cultivo de C. gigas consegue se desenvolver em diversos ambientes costeiros. Os
fatores limitantes de sua exploracdo estdo basicamente na tecnologia de cultivo e polui¢cdo do
ambiente marinho. De forma geral, sdo dois sistemas de cultivo, o de fundo, que exige sistema

de fundo firme, sem lodo, abrigado de correntes, ondas e baixa ocorréncia de predadores, J& o
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sistema de cultivo suspenso, permite cultivar grande volume de ostra, sendo a base da
ostreicultura de C. gigas, ocupando pouca area e permite utilizar a profundidade do local,
adaptando conforme as condi¢des de profundidade, corrente, ondas e ventos fortes (SILVA,
1995).

A polui¢do ¢ um fator relevante, pois sdo organismos que se alimentam através da
filtracdo de algas microscdpicas e material em suspensao existente na dgua, entretanto, em caso
de descarga continua de esgoto, pode carregar substincias toxicas € microrganismos
patogénicos em area de cultivo, que poderao ser filtrados e concentrados, aumentando o risco
de doengas relacionadas ao consumo de ostras e outros moluscos bivalves (SILVA, 1995;

SOUZA; PETCOV, 2013).

3.1.4 Beneficiamento de ostras in natura

O beneficiamento de ostras vivas, inicia com a lavagem sob dgua corrente potavel ou
agua do mar limpa, sob pressdo para retirada de sujidades e organismos aderidos na concha
(BRASIL, 2012). De acordo com o PNCMB, deve estar prevista a utilizacdo de equipamento
adequado para hipercloragdo (Sppm de cloro residual livre) de dgua, durante a lavagem da
matéria prima, mas ndo fica claro se o efeito do cloro ¢ eficaz para reducdo de possiveis
microrganismos patogénicos.

Apds a lavagem, ostras provenientes de area liberada sob condigdo devem ser
submetidas ao tratamento de depuragdo, que visa reduzir a contaminagao microbiana aos niveis
aceitaveis para o consumo humano, realizado em ambiente natural ou em centro de depuragao
(BRASIL, 2012; SOUZA; PETCOV, 2013). O processo de depuracdo em ambiente natural,
consiste em levar as ostras em areas onde a qualidade da adgua esteja adequada para produgao,
ou realizada em centros de depuracdo, transferindo para tanques com agua do mar circulante,
esterilizada com ultravioleta, cloro ou ozénio (GALVAO; OETTERER, 2014; GYAWALI et
al, 2019).

A depuracio é praticada na Europa, Australia e Asia e em menor ocorréncia nos Estado
Unidos e demonstra ser bem sucedia na redugdo de bactérias indicadoras de contaminagao fecal
(GYAWALI et al, 2019). No Brasil, estudo realizado por Corréa et al. (2007) no estado de

Santa Catarina, avaliou um sistema comercial de depuracdo de irradiagdo UV combinado com
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cloro sob a temperatura de 19°C, através da contaminagao artificial com Salmonella enterica
sorovar Typhimurium (variou entre 15.000 a 20.000 UFC/g) em C.gigas, e resultou na
eliminagdo total das bactérias em 12 horas de processo. De acordo com Souza et al (2014),
concluiram que a depuragdo ¢ uma alternativa eficiente para reducao de patdgenos, porém em
Santa Catarina € necessario realizar mais estudos para confirmar a eficiéncia desse processo.
Por fim, devem ser dispostas em embalagem de forma a evitar a perda de liquido
intravalvar e ser expedido o mais rapido possivel para o consumidor (BRASIL, 2012). Nao
contém requerimento quanto aos métodos de transporte, permitindo o uso de sistema de

refrigeracdo ou em gelo (GALVAO; OETTERER, 2014).

3.1.5 Vida de prateleira de ostras in natura

Ostras comercializadas na forma in natura sao pereciveis e, de forma geral, tem uma
vida de prateleira muito curta (PORTELA, 2005). A vida de prateleira depende de alguns
fatores como a qualidade da dgua, higiene durante a manipulacao, condi¢des de armazenamento
e principalmente com a carga microbiana inicial (GONCALVES, 2011; FORSYTHE, 2013).

A microbiota de ostras ¢ basicamente dominada por psicrotroficos e geralmente as
bactérias isoladas sdo Pseudomonas spp., Aleomonas spp., Shewanella putrefaciens,
Acinetobacter spp., € Moraxella spp., ja a microbiota mesofila ¢ formada basicamente por
bactérias dos géneros Microccus e Acinetobacter, bactérias deteriorantes responsaveis por
causar odor e sabor desagradavel, além disso, microbiota de ostrasespécies dos géneros
Staphylococcus e Bacillus, bactérias acido laticas e bactérias das familias Vibrionaceae e
Enterobacteriacea também posem ser isoladas de ostras (GRAM; HUSS, 1996; CAO; XUE;
LIU, 2009;). As bactérias frequentemente isoladas em ostras da da familia Vibrionaceae
incluem V. cholerae, V. parahaemolyticus, V. vulnificus e Alteromonas hydrophila (COOK;
RUPLE, 1989) e em relacdo a familia Enterobacteriacea mesofilica as de maior ocorréncia em
pescados sao E. coli, Salmonella spp., Shigella spp. e Yersinia enterolitica (FDA, 2019).

A temperatura ¢ um fator importante para o controle bacterioldgico, os psicrotroficos
sdo capazes de deteriorar o alimento em temperatura de refrigeracdo (abaixo de 7°C) e os
mesofilos se multiplicam em temperaturas elevadas (acima de 20°C). Deste modo, o sistema de
refrigeragdo ¢ o método de controle mais adequado para pescado, de modo a retardar a
multiplicagdo microbiana e a¢do de alguns micro-organismos deteriorantes, € 0 armazenamento

refrigerado tende a prolongar a vida de prateleira, pela diminui¢do da taxa de deterioracdo e a
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vantagem de manter o frescor e a qualidade organoleptica (ASHIE; SMITH; SIMPSON, 1996;
GONCALVES, 2011; FORSYTHE, 2013).

Durante o armazenamento, podem ocorrer alteragdes na qualidade, multiplicacao
bacteriana, resultando em alteragdo de pH, e formagdo de compostos toxicos e odores
desagradaveis (FORSYTHE, 2013). Estudos observaram que em estagios mais avancados de
armazenamento refrigerado de ostras (em média 4 dias), o pH diminui devido ao nivel
relativamente alto de glicogénio, apresentando deterioragao de ostras por processo fermentativo
pela acdo de bactérias acido laticas, e ao longo do armazenamento (apos 6 dias) o pH aumenta,
diretamente relacionado a baixa contagem de bactérias acido laticas e aumento de bactérias
psicrotroficas, sendo essas dominantes no processo final de deterioragdo (CAO; XUE; LIU,
2009; CHEN et al., 2013; MADIGAN et al., 2014). Pottinger (1948) concluiu que o pH ¢ um
indice de controle adequado para acompanhar o grau de frescura de ostras, observou que ostras
frescas apresentaram pH de 6,2 e no momento em que o odor desagradavel distinto ndo estava
mais associado a ostra fresca, ocorreu a variagdo do pH entre 6,0 e 5,9, diminuindo
gradualmente, tornando progressivamente mais acida e mudando acentuadamente a aparéncia,
mas concluiu que analise de pH ndo pode ser o Gnico parametro para analisar o frescor de ostras.

Diferentes estudos apresentaram crescimento de bactérias psicrotroficas em ostras apds
6 a 8 dias de armazenamento em sistema de refrigeracdo (aproximadamente 4°C+1°C), sendo

dominantes no final da deterioragdo as bactérias Pseudoalteromonas, Pseudomonas,

Psychrobacter ¢ Psychromonas ¢ foi observado multiplicagdo de Vibrio spp., Arcobacter,
Vibrionaceae, Enterobacteriacea sob as mesmas condi¢des (CAO et al., 2009; CHEN et al.,
2013; ; MADIGAN et al., 2014; CHEN et al., 2019).

As alteracdes na composicao microbiana de ostras e a taxa de decomposicao tecidual
serdo influenciadas pelo numero de microrganismos presentes, sendo que a mesma apresenta
uma diversidade de comunidade bacteriana inicialmente alta e pode mudar de acordo com as
condi¢gdes de armazenamento pos colheita e dependendo da temperatura de armazenamento

(FERNANDEZ-PIQUER et al., 2012).
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 PREPARO DA AMOSTRA E TRATAMENTO COM AGUA HIPERCLORADA
Ostras da espécie Crassostrea gigas recém colhidas na Fazenda Marinha Atlantico Sul,

Floriandpolis SC, foram entregues no laboratorio de Tecnologia de Pescados, do Departamento

de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos — UFSC. As ostras foram coletadas pelo Centro de
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Desenvolvimento em Aquicultura e Pesca (Cedap), parceiro deste projeto, e transportadas até a
UFSC em caixas isotérmicas fechadas contendo gelo reciclavel sob temperatura de 7,5°C.

Foi coletado um total de 108 ostras, e divididas em dois grupos de 54 ostras cada. Em
um dos grupos foi realizado o tratamento com agua hiperclorada, sendo designado como AH
na concentracao de 5 ppm de cloro residual livre. A agua hiperclorada foi fornecido pelo
laboratorio de quimica vinculado a Empresa de Pesquisa Agropecudria e Extesdo Rural de Santa
Catarina (EPAGRI), realizado a partir de uma solu¢@o de hipoclorito de sodio de 2,5%, diluido
em agua de osmose reversa.

Para o tratamento com agua hiperclorada, as ostras foram dispostas em bandejas com
perfuragdo e realizou-se a aspersdo da 4gua hiperclorada sobre as ostras durante cinco minutos,
sendo que na metade do tempo as outras foram viradas de posi¢do. Neste procedimento, foi
utilizado 1L de 4gua hiperclorada, apds o tratamento, aguardou-se 5 minutos para escorrer bem
a agua. Com o outro grupo de ostras ndo foi realizado este tratamento sendo denominado grupo
controle (Co). As amostras foram armazenadas em camara de refrigeragdo, em bandejas
separadas, posicionadas com a valva inferior para baixo, cobertas com um filme plastico, sob
temperatura refrigeragdo de 5,5+0,7°C, monitorado com Datalogger (Testo, 174H).

Foram coletadas amostras de ostras no tempo zero (TO) e nos dias 1 (apés 24 h de
armazenamento), dia 2, 4, 6 e 8. Cada amostra era composta por nove ostras, sendo que seis
ostras foram utilizadas para realizar os ensaios microbioldgicas e trés ostras para realizar os

ensaios fisico-quimicos.

4.2 ENSAIOS MICROBIOLOGICOS

Em cada um dos intervalos de tempo determinados, duas amostras de ostras, sendo uma
de cada tratamento foram coletadas. As ostras foram lavadas sob dgua corrente com auxilio de
escova para remocao de sujidades externas previamente as analises. Assepticamente, as ostras
foram abertas com auxilio de faca estéril e a carne juntamente com o liquido intravalvar foram
transferidos para saco estéril e homogeneizados para formar um pool. A partir deste pool, foram

pesados 25g para realizagdo das dilui¢des e condugao das analises.
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4.2.1 Determinacio de Salmonella spp.

Para deteccdo de Salmonella spp, seguiu-se o método International Organization for
Standardization (ISO) 6579-1:2017 (ISO, 2017). Realizou-se pré-enriquecimento de 25g de
amostra com 225g de agua peptonada tamponada (APT), incubou-se a temperatura de
35°C£1°C por 24 horas. Apos o pré-enriquecimento, transferiu-se 1 mL para o caldo Muller-
Kauffmann Tetrationato-novobiocina (MKTTn) e incubou-se a 35+1°C por 2442 horas, ¢ 0,1
mL para o caldo Rappaport-Vassiliadis (RV) seguido de incubagdo a 42+1°C por 48+2 horas.
ApoOs incubacdo, estriou-se pelo método de esgotamento em placas de agar Xylose Lysine
Deoxycholate (XLD) e Brilliant-green Phenol-red Lactose Sucrose, (BPLS), e incubou-se a
35°C£1°C por 24 horas. Colonias tipicas de Salmonella spp. foram submetidas a triagem
bioquimica em agar Triple Sugar Iron (TSI), Lysine Iron Agar (LIA) e ureia d4gar com sucessiva
confirmacao bioquimica. O resultado foi expresso como auséncia ou presenca de Salmonella

spp. em 25g de amostra. A detec¢do de Sal/monella spp. foi realizada no TO e TS.

4.2.2 Enumeracao de E. coli

A enumeragao de E. coli foi realizada de acordo com o método da ISSO 6649-3:2015,
utilizando a técnica dos tubos multiplos (ISO, 2015). A partir dos 25g de amostra, foram
realizadas diluigdes decimais seriadas e inoculadas em serie de 5 tubos de caldo glutamato
mineral modificado (CGM) duplamente concentrado, seguida de duas series de 5 tubos com
caldo CGM, adicionando-se em cada série de 5 tubos, 10, 1 e 0,1mL, respectivamente. Os tubos
foram incubados a 37+1°C por 24+2h. Apds a incubagdo, os tubos que apresentaram formagao
de acidos evidenciada pela mudanga de coloragdo de violeta para amarelo, foram estriados com
auxilio de uma al¢a de inoculacdo em placa com agar tryptone bile glucuronide (TBX) e
incubou-se em uma temperatura de 44+1°C por 22+2 horas. Apds incubagdo, realizou-se a
leitura das placas, o crescimento de colonias com tom de azul claro ou azul-esverdeado ¢
considerado positivo para E. coli B-glucuronidase positiva. Os resultados foram expressos em

NMP/100 g.

4.2.3 Contagem de bactérias aerdbias psicrotroficas
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Para esta analise foram utilizado o método do American Public Health Association
(APHA, 2011). Diluigdes decimais seriadas foram inoculadas, através de semeadura em
superficie, em agar padrao para contagem (PCA). As placas foram incubadas a 7+1°C durante

10 dias. Os resultados foram expressos em UFC/g.

4.2.4 Contagem total de mesofilos aerdbios

A contagem de mesoéfilos aerdbios foi realizada de acordo com a Norma Brasileira
(NBR), 4833-1:2015 (ABNT ISO NBR, 2015). Dilui¢des decimais seriadas foram inoculadas,
através da técnica pour plate em placas de petry estéreis com posterior adi¢do de
aproximadamente 15 mL de agar PCA, previamente fundido e resfriado. As placas foram

incubadas a 30+1°C por 48+2 horas e os resultados foram expressos em UFC/g.

4.2.5 Contagem de bactérias halofilicas

Pesou-se 25g de amostras e diluiu-se (1:10) com 225g de solucdo salina tamponada com
fosfato (PBS) e realizou-se dilui¢cdes decimais seriadas. Pelo método de semeadura em
superficie, inoculou-se em placas contendo agar tripticase de soja (TSA) suplementada com
2,5% NaCl. As placas foram incubadas a 35+1°C por 48h e os resultados foram expressos em

UFC/g (MUDOH et al., 2014).

4.2.6 Determinacao de Vibrio spp.

A determinagdo de Vibrio spp, seguiu a norma descrita no manual analitico
Bacteriologico, do Food and Drug Administration (FDA) (DEPAOLA; KAYSNER, 2004).
Diluigdes decimais seriadas foram inoculadas em série de trés tubos com agua peptonada
alcalina (APA), suplementada com NaCl a 3%, incubando-os a 35°C+1°C por 18 horas.. A
partir de cada tubo com turvagao, o contetido foi semeado em placas de 4gar Tiossulfato Citrato
Bile Sacarose (TCBS) que foram incubadas a 35+1°C de 18 a 24 horas. Coldnias suspeitas,
com coloragdo amarela (sacarose-positivas), as quais podem ser tanto de Vibrio cholerae, como

de Vibrio alginolyticus, quanto colonias verdes (sacarose-negativas) que podem ser tanto de
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Vibrio vulnificus, como de Vibrio parahaemolyticus, foram repicadas para agar triptona sal com
3% de NaCl (TIN3). As colonias foram submetidas ao teste da oxidase, utilizando tiras de
oxidase, coloracdo de Gram para estudo da morfologia bacteriana. Para confirmagdo das
espécies de Vibrio, os testes bioquimicos que seguem foram realizados: teste de crescimento
em diferentes concentragcdes de NaCl (0%, 3%, 6%,8%,10%), Lactose, Arabinose, Lisina e
disco de Ortonitrofenil-B-D-galactopiranosido (ONPG). O resultado foi expresso em
NMP/100g.

4.3 ENSAIOS FISICO-QUIMICOS

4.3.1 Umidade

A determinacao do teor de umidade foi realizada conforme o método 925.09 da AOAC
(2005). Amostras de 3 + 0,5g foram colocadas em capsula de metal, previamente taradas e
pesadas em balanga analitica (Marte, Modelo ATX 224). Posteriormente, as amostras foram
colocadas em estufa a 105 °C, resfriadas em dessecador até temperatura ambiente e pesadas
novamente, até atingir o peso constante. Para o calculo do teor de umidade, realizou-se

conforme a equagao 1:

100 XN = ymidade ou substancias volateis a 105°C porcentagem em m/m (1)
P

N=n° de gramas de umidade (perda de massa de dgua)

P=n° de gramas da amostra

A determinacdo de umidade foi realizada em triplicata e o resultado expresso com média

e desvio padrao.

4.3.2 pH

O pH foi medido usando pHmetro com eletrodo de penetragao (HANNA, HI0530). O
eletrodo foi calibrado com tampdes padrao em pH 4,0 e 7,0 antes de seu uso. A determinagdo

do pH foi realizada em triplicata e o resultado expresso como média + desvio padrao.
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4.4 MORTALIDADE

Em cada tempo definido, a mortalidade foi avaliada tocando nas ostras que estavam com
as valvas abertas ou semiabertas. Foram determinadas como mortas as ostras que
permaneceram abertas apos o toque, ou seja, nas quais nao foi observado o encolhimento no

manto. O resultado foi expresso em porcentagem com relagdo ao numero de unidades totais.

4.5 ANALISE ESTATISTICA

Para a analise estatistica foi empregada analise de varidncia ANOVA com nivel de
significancia de 5% (p=0,05). One-way ANOVA foi utilizado para anélise dos dados em cada
grupo considerando o fator tempo. Two-way ANOVA para comparacao entre os dois grupos,
considerando os fatores tempo e cloro e assim poder determinar se houve diferenca estatistica
entre os dois tratamentos. As diferengas estatisticas eram consideradas quando o P<0,05. O

programa utilizado para avaliagdo estatistica foi o Minitab Statistical Software.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 EFEITO DO TRATAMENTO COM AGUA HIPERCLORADA EM OSTRAS IN
NATURA DURANTE O PERIODO DE ARMAZENAMENTO

5.1.1 Ensaios Microbiologicos
As deteccdes de Salmonella spp. foram realizadas no dia 0 e no dia 8, nas amostras do

grupo Controle (Co) e as amostras do grupo com agua hiperclorada (AH). O resultado foi

auséncia de Salmonella spp. em 25 gramas de amostra, para todas as amostras realizadas,
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estando de acordo com a legislagao vigente, RDC n°12 de 2001, regulamentada pela ANVISA
(BRASIL, 2001).

Em relacdo a enumeracdo de E. coli conforme consta na tabela 2, foi observado que
desde as amostras do primeiro dia, as contagens de E. coli estavam abaixo do limite de
quantificagdo do método menor que 1,8 NMP/100g, ¢ mantiveram até o final dos dias de

armazenamento.

Tabela 2. Contagens de E. coli nas amostras de ostras do grupo controle (Co) e as amostras que
receberam o tratamento com &agua hiperclorada (AH) armazenadas durante oito dias a
temperatura de 5,5 £0,7°C.

Tempo de armazenamento NMP/100g
(dias) Co AH
0 <1,8 <1,8
1 <1,8 <1,8
2 <1,8 <1,8
4 <1,8 <1,8
6 <1,8 <1,8
8 <1,8 <1,8

O monitoramento e controle microbiologico para deliberagdo sobre a retirada de
moluscos ¢ realizado com base na contagem de E. coli, de acordo com o PNCMB, implantado
através da Instrucdo Normativa Interministerial n® 07 de 2012. De acordo com a IN 07/2012,
as amostras estariam liberadas para retirada. Como nao havia contaminagao inicial por E. coli
nas amostras utilizadas para este estudo, provavelmente pelas caracteristicas do local de cultivo,
sazonalidade e influencia do indice pluviométrico nos dias que antecederam a coleta, sugere-se
que os ensaios sejam repetidos com amostras que contenham contaminacdo por E. coli para
permitir a avaliar a evolucdo desta bactéria durante os dias de armazenamento.

Salmonella spp. e E.coli podem ser isoladas de aguas tropicais, mas a principal fonte de
contaminagdo desses organismos ¢ a de origem fecal (HUSS; GRAM, 2004). Um estudo
realizado na area costeira de Santa Catarina por Garbossa et al. (2017), evidenciou que as cargas
microbianas indicadoras de contaminagao fecal concentram-se mais em area urbanizada, sendo
de menor ocorréncia em bacias situadas na regiao sul.

Em estudo realizado por Miotto, (2009) no qual foi realizado o monitoramento de E.
coli em ostras e aguas de cultivo na baia Sul da Ilha de Santa Catarina, concluiu que o indice

pluviométrico dos setes dias anteriores a coleta bem como a qualidade da agua do local de
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cultivo influenciam diretamente na presenca de E. coli nas ostras. Os resultados deste estudo
corroboram com os resultados do presente trabalho.

Os resultados das contagens de mesoéfilos aerdbios totais sdo mostradas na figura 2.
As amostras do grupo Co ¢ AH apresentaram contagens iniciais de 2,9 log UFC/g ¢ 2,7 log
UFC/g, respectivamente. Observou-se, para o grupo Co, um aumento de 1 log UFC/g nas
contagens quando comparado o tempo zero com as ostras apds dois dias de armazenamento.
Com relagdo ao tempo zero e o ultimo dia de armazenamento (tempo 8), foi observado um
aumento de 0,6 Log UFC/g. Para as amostras do grupo AH, observou-se redugao das contagens
entre o tempo zero € o dia 1 de armazenamento, ¢ um aumento 1,86 log UFC/g ao final dos

oitos dias de armazenamento. .

Figura 2. Contagens de mesofilos aerobios totais nas amostras de ostras do grupo controle (Co)
e as amostras que receberam o tratamento com agua hiperclorada (AH), armazenadas durante
oito dias a temperatura de 5,5 +0,7°C.
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Os resultados obtidos neste estudo, em relagdo as contagens de mesoéfilos, diferem dos
resultados de estudos conduzidos por outros pesquisadores nos quais as contagens iniciaram
com 3,9 log UFC/g, 5,97 log UFC/g e 6,36 log UFC/g (CHEN et al., 2013; CHEN et al., 2017,
CHEN et al., 2019).

As variagdes nas contagens de mesofilos aerdbios totais nas amostras do grupo AH e
Co, apresentaram comportamento semelhante ao estudo realizado por Chen et al. (2013).
Entretanto, ndo foi observada diferencga estatistica (p>0,05) entre as amostra do grupo Co e AH
durante os oito dias de armazenamento. Sendo que, para as amostras do grupo Co, foi observada
uma discrepancia nas contagens de mesofilos aerdbios nas amostras coletadas no dia 2, sendo
estatistica maior (p<0,05) aos demais dias de armazenamento e em relagdo &s contagens das
amostras do grupo AH.

De acordo com Kim, Paik e Lee, (2002), o limite de qualidade aceitavel para contagem
de mesofilos aerobios totais para ostras, deve apresentar no maximo 7 log UFC/g, dessa forma,
as amostras do grupo AH e Co estavam dentro do limite recomendado até o ultimo de
armazenamento.

Em relagdo a contagem de bactérias aerdbias psicrotroficas, observou-se que, tanto para
as amostras do grupo Co quanto para as amostras do grupo AH, as contagens iniciaram em 1
log UFC/g. A diferenca na contagem nas amostras do grupo C e AH, entre o tempo 0 e ¢ o
ultimo dia armazenamento foi de 4,47 Log UFC/g e 4,87 Log UFC/g, respectivamente (figura
3).
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Figura 3. Contagem de bactérias aerdbias psicrotréficas nas amostras de ostras do grupo
controle (Co) e as amostras que receberam o tratamento com agua hiperclorada (AH),
armazenadas durante oito dias a temperatura de 5,5 +0,7°C.
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O aumento na contagem de bactérias psicrotroficas neste estudo foi semelhante com os
estudos realizados por Chen et al. (2017) e Chen et al. (2019) com ostras desconchadas. Durante
o periodo de armazenamento, as contagens nas amostras do grupo AH foi estatisticamente
menor (p<0,05) em relagdo as amostras do grupo Co durante os 8 dias armazenamento, dessa
forma, pode-se observar que o cloro apontou um efeito limitante na multiplicagdo das bactérias
psicroétroficas aerdbias.

As contagens de bactérias halofilicas observadas para os grupos Co ¢ AH no tempo zero
foram 2,74 UFC/g e 3,15 log UFC/g, respectivamente, conforme pode ser observado na figura
4. Para o grupo AH, entre o tempo zero e o ultimo dia de armazenamento, foi observado um
aumento de 0,51 log UFC/g nas contagens, sendo superior ao grupo Co, que apresentou um

aumento de 0,34 log UFC/g em relagdo ao tempo zero.
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Figura 4. Contagem de bactérias halofilicas nas amostras de ostras do grupo controle (Co) e as
amostras que receberam o tratamento com agua hiperclorada (AH), armazenadas durante oito
dias a temperatura de 5,5 +0,7°C.
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As amostras do grupo AH apresentou um aumento inicial entre os dias 0 e 1, e redugao
nas contagem nos dias 2 e 4, semelhante aos resultados do estudo realizado por Mudoh et al.
(2014) para contagem de bactérias halofilicas em ostras armazenadas a 5°C por um periodo de
10 dias, que explicaram que a baixa contagem poderia ter sido ocasionada por causa das
bactérias competidoras por nutriente, e as células que sobreviveram voltaram a se multiplicar.
Entretanto, ndo foi observada diferenga estatistica (p>0,05) entre as contagens de bactérias
halofilicas para as amostras dos grupos AH e Co durante 8 dias de armazenamento,
demonstrando que o tratamento com dgua hiperclorada ndo interferiu neste parametro.

Com relacdo a contagem de Vibrio spp. conforme resultados constado na tabela 3,
somente o grupo AH apresentou contaminagao, e a espécie isolada foi V.alginolyticus, com uma
contagem de 3,0 NMP/g no quarto dia de armazenamento. No Brasil ndo tem regulamento em
relagdo a contagem de Vibrio spp. para moluscos bivalves, mas de acordo com o guia de
controle de moluscos bivalves dos Estados Unidos, esta contagem ¢ inferior a contagem

recomendada (NSSP, 2017).
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Tabela 3. Contagem de Vibrio spp. em Ostras (C.gigas) nas amostras de ostras do grupo
controle (Co) e as amostras que receberam o tratamento com agua hiperclorada (AH),
armazenadas durante oito dias a temperatura de 5,5 +0,7°C.

Tempo de NMP/g
armazenamento

(dias) Co AH
0 <3,0 <3,0
1 <3,0 <3,0
2 <3,0 <3,0
4 <3,0 3,0
6 <3,0 <3,0
8 <3,0 <3,0

As contagens de Vibrio spp. em ostras estd relacionado por alguns fatores, pela
temperatura da dgua do mar, principalmente nas estagdes de primavera e verdo que a
temperatura da 4gua fica em torno de 24,3°C (RAMOS, 2012). A coleta das ostras neste estudo
foi realizada na primavera durante o més de setembro nas quais a temperatura da agua do mar
estava sob uma temperatura de 17,5°C, abaixo da temperatura adequada para o crescimento de
Vibrio spp., e de acordo com Silva (2016) a contagem de Vibrio spp. em ambiente costeiro, ¢
raramente detectado em temperaturas abaixo de 15°C.

As contagens de Vibrio spp. em ostras também sdo influenciadas pela salinidade da dgua
do local de cultivo, a salinidade das aguas da baia sul da ilha de Santa Catarina variam em torno
de 30,14+4,6 ppm (RAMOS, 2012), sendo adequadas para espécies de Vibrios spp., entretanto,
nos Estados Unidos onde as contagens e a incidéncia de Vibrio spp. nas ostras sdo maiores, 0s
valores de salinidade sao menores que os observados no Brasil. Ramos et al. (2014) relatou que
a incidéncia de Vibrio spp. em ostras € inversamente proporcional a salinidade da agua.

Estudo realizado por Ramos ef al. (2012), avaliou a contaminagao de ostras C.gigas nas
regides da baia sul de Santa Catarina, e foi detectado diferentes espécies de Vibrio spp., sendo
que o V.alginolyticus foi a espécie mais isolada seguido de V.parahaemolyticus, V.vulnificus e
V.cholerae. Outro estudo realizado por Ramos et al. (2014), avaliou 60 amostras de ostras da
espécie C. gigas na mesma regido, e o resultado foi de 48,3% de Vibrio spp., sendo que 6,7%

eram isolados da espécie V.alginolyticus.
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Ja foi evidenciado em alguns estudos que a contagem total de Vibrio em amostras de
ostras in natura armazenadas em baixas temperaturas, pode suprimir o crescimento total de
Vibrio (LORCA et al., 2011; MUDOH et al., 2014). O guia de controle de moluscos bivalves
dos Estados Unidos estabelece que devem ser armazenados em temperatura de 7,2°C, o
suficiente para manter temperatura interna de 10°C, no controle de Vibrio spp., mais
especificamente V.parahaemolyticus e V.vulnificus (NSSP, 2017).

Neste estudo as condi¢des de armazenamento estavam de acordo com o guia de controle
de moluscos bivalve dos Estados Unidos, e foi possivel isolar V.alginolyticus apos 4 dias de
armazenamento em temperaturas de 5+,7°C. No Brasil ndo ha exigéncias referentes a limite de
temperatura de armazenamento, vale pena ressaltar que ¢ um parametro muito importante na

conservagao de ostras in natura e inibir o crescimento de diferentes espécies de Vibrio spp.

5.1.2 Parametros fisico-quimicos e mortalidade

Os resultados de umidade sdo mostrados na tabela 4 e estdo expressos como média +
desvio padriao. Observa-se que o valor de umidade obtido no dia 1, para as amostras de ostras
do grupo Co, ¢ estatisticamente maior comparado aos dias 0, 2, 4, 6 ¢ 8 (p<0,05), mas ao
decorrer do armazenamento ndo apresentou diferenca estatistica. Durante os dias de
armazenamento as amostras do grupo AH ndo apresentaram diferenca estatistica nos valores de

umidade (p>0,05).

Tabela 4. Teor de umidade nas amostras de ostras do grupo controle e as amostras que
receberam o tratamento com agua hiperclorada, armazenadas durante oito dias a temperatura
de 5,5 +£0,7°C.

Umidade(%) £ DP
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Tempo de armazenamento

(dias) Co AH
0 75,96 +1,91° 76,20 + 1,99
1 82,10 +2,433b 87,03 +7,69°
2 79.90 +4,45° 78,19 + 4,05
4 77,98 +2,34° 77.59 +1,66°
6 76,74 +431° 79,79 +0,78
8 75,05 +1,69° 75,51 +4,09°

DP=desvio padrdao. Os valores que apresentam a mesma letra ndo diferem estatisticamente a um nivel de

significancia de 5% pelo teste de ANOVA.

Para a determinacdo de umidade ndo foi observada diferenca estatistica (p> 0,05) entre
os dois grupos, desta forma conclui-se que o tratamento com cloro ndo interfere neste
parametro. De modo geral, as amostras apresentaram baixa perda de agua, mantendo o
parametro quimico majoritario com porcentagem préoximo do resultado obtido nas amostras do
tempo zero.

Os valores de pH da carne nas amostras de ostras sao mostrados na tabela 5. O valor
inicial do pH das amostras do grupo Co e AH foram de 6,37+0,18 e 6,54+0,03, respectivamente,
sendo que nos dois grupos o pH diminuiu entre os dias 0 e 3, semelhante aos resultados do

estudo de MUDOH et al. (2014) com ostras in natura armazenadas a temperatura de 5°C.

Tabela 5. Valores de pH da carne nas amostras de ostras do grupo controle (Co) e as que
receberam o tratamento com 4agua hiperclorada (AH) armazenadas durante oito dias a
temperatura de 5,5 +0,7°C.

Tempo de armazenamento (dias) pH+DP
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Co AH
0 6,37 +0,18 6,54 + 0,03
1 6,25 + 0,049 6,23 +0,21°
2 6,28 +0,09%0 6,18 +0,15%
4 6,46 +0,12° 6,38 + 0,05
6 6,30 +0,19° 6,46 + 0,09
8 6,40 + 0,08 6,34 +021°

Note: DP=desvio padrao. Os valores que apresentam a mesma letra ndo diferem estatisticamente a um nivel de

significancia de 5% pelo teste de ANOVA.

Para as amostras do grupo Co, foi observado uma redugdo estatisticamente significativa
(p<0,05) nos dias 1 e 2 em relacdo ao tempo 0, e nos demais dias de armazenamento ndo foi
observado diferenca estatistica significativa na redug@o e aumento de pH (p>0,05). As amostras
do grupo AH apresentaram uma redugao estatisticamente significativa no dia 2 em relagdo aos
dias 0,4, 6, e 8 (p<0,05). A diminuicao do pH pode estar relacionada ao alto nivel de glicogénio
presente em ostras, iniciando o processo fermentativo por bactérias acido laticas, tornando
assim o meio acido, sendo que, a forma inicial de deterioragdo de ostras é parcialmente
fermentativa (CAO; XUE; LIU, 2009).

Ao comparar os valores de pH entre os dois grupos durante os 8 dias de armazenamento
a temperatura de 5,5 £ 0,7°C, ndo foi observada diferenga significativa (p>0,05), desta forma,
conclui-se que o cloro ndo produziu efeito na variagdo de pH. Comparado as amostras do grupo
Co, o grupo AH apresentou menor valor de pH de 6,18 + 0,15 no 2° dia de armazenamento a
5°C, sendo que esta reducdo pode estar relacionada com a acao de bactérias fermentativas.

Em estudo realizado por Pottinger (1948), concluiu que o pH ¢ um bom indice de
qualidade para analisar o grau de frescor das ostras, indicando um odor desagraddvel em pH
entre 6,0 ¢ 5,9. Neste estudo as ostras estavam em boas condi¢des sensoriais, tanto nas amostras
do grupo Co e as amostras do grupo AH, uma vez que os valores de pH observado ndo foram
inferiores a 6,18 + 0,15, indicando pouca perda de qualidade durante o tempo de
armazenamento.

Os niveis de mortalidade das amostras do grupo Co e AH, variaram de 11 a 44%, a
partir de uma amostragem de 9 ostras coletadas em cada grupo durante 8 dias de
armazenamento. Conforme mostra a tabela 6, de 9 ostras coletadas em cada grupo de amostra,
no ultimo dia de armazenamento apresentou uma perda de 44%, isso reflete a 7% do total em

ambas as amostras. As amostras do grupo Co apresentou mortalidade total de 11%, inferior ao
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grupo AH (13%), sendo que mais da metade foi constatado no ultimo dia de armazenamento

nos dois grupos de amostra.

Tabela 6. Taxa de mortalidade didria e porcentagem total, das amostras de ostras do grupo
controle (Co) e as amostras que receberam o tratamento com agua hiperclorada (AH),
armazenadas durante oito dias a temperatura de 5,5 +0,7°C.

Tempo de Co AH
armazenamento (dias) n°ostras % n°ostra %

0 1 11% 1 11%
1 - - - -
2 1 11% - -
4 - - - -
6 - - 2 22%
8 4 44% 4 44%

Total 11% - 13% -

Note: n° ostras: nimero de ostras mortas diariamente, através da amostragem de 9 ostras de cada grupo, coletado

nos tempos selecionados.

Estudo realizado por Su, Yang e Hase (2010), avaliou a mortalidade durante o tempo de
armazenamento de ostras ndo depuradas e ostras apds tratamento em sistema de depuragdo
refrigerado, e apresentou resultados semelhantes durante 7 dias de armazenamento, e de acordo
com os seus resultados obtidos, o estudo concluiu que a refrigeragdo nao tem efeito sobre a
mortalidade, e que esta pode estar relacionada com a falta de nutrientes. Observa-se que os
resultados apresentados no grupo AH, podem estar relacionados ao efeito do cloro,
apresentando alguma toxicidade sobre as ostras, entretanto mais estudos devem ser conduzidos
para poder afirmar esta suposicao.

A temperatura ¢ um fator importante na conservagdo de ostras in natura, mantendo
durante os durante os dias de armazenamento em uma temperatura média de 5,5+0,7°C com
umidade relativa de 83,48+4,96%. Durante o tempo de armazenamento os ensaios fisico-
quimicos e microbioldgicos revelaram boas condi¢des de qualidade, considerando paramentos
descritos na literatura.

Entretanto, estudos complementares necessitam ser feitos, especialmente com ostras que
tenham contaminacgao inicial com E. coli para poder avaliar a evolucdo deste parametro durante

o periodo de armazenamento. Ainda, este estudo configura-se como um estudo piloto ¢ o
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primeiro a ser realizado no Brasil, em parceria com o CEDAP/EPAGRI, para avaliar a
influéncia do tratamento com agua hiperclorada nas caracteristicas do produto. Os resultados
obtidos com as andlises microbiologicas e fisico-quimicas ndo apresentaram diferenca
estatistica, entre o tratamento com agua hiperclorada e as amostras do grupo controle (p>0,05),
com excec¢do para a contagem de bactéria psicrotroficas aerobias, para as quais as amostras do
grupo AH obtiveram resultados estatisticamente menores em relagao as amostras do grupo Co
(p<0,05). De todo modo, este experimento deve ser repetido, incluindo triplicata das amostras,
para permitir um tratamento estatistico mais adequado e a determinacdo de forma mais precisa
sobre a influéncia do cloro nas amostras durante o periodo de armazenamento.

Estudo realizado por Chen et al. (2017) com ostras desconchadas armazenadas em
embalagens com atmosfera modificada, o fator limitante na qualidade deste produto, foi o
crescimento de bactérias acido laticas, que resultou na diminui¢do do pH e dos parametros
sensoriais. De acordo com Cao, Xue e Liu (2009), foi observado um prazo de validade de 8 a 9
dias para ostras desconchadas armazenadas em temperatura de refrigeracdo de 5+1°C, foi
determinada pela alta contagem de bactérias aerdbias, ultrapassando o valor de 7 log UFC/g.
Neste estudo nao foi possivel avaliar com precisdo o efeito do cloro na extensdo de vida de
prateleira, pois as ostras dos dois grupos apresentaram condi¢des aceitaveis, sugere-se, desta
forma, prolongar os dias de armazenamento, em torno de 10 a 12 dias.

A vida de prateleira de ostras in natura depende de alguns fatores, da carga microbiana
inicial presente na microbiota de ostras, niveis de poluicdo no ambiente costeira, além das
condi¢gdes climaticas. Para se estimar a vida de prateleira ¢ recomendado que se leve em

consideragao outros atributos como textura, bases volateis totais e a analise sensorial.
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6 CONCLUSAO

As amostras de ostras coletada na baia sul de Santa Catarina estavam em boas condi¢des
de qualidade microbiologica, apresentaram uma microbiota inicial com baixa contagem de
mesofilos aerdbios totais, psicrotroficos aerdbios, bactérias halofilicas, E.coli, Vibrio spp. e
auséncia de Salmonella spp. Também foi observado que as amostras de ostras do grupo com
agua hiperclorada e as amostras do grupo controle, apresentaram boa qualidade microbioldgica
e fisico-quimica durante os 8 dias de armazenamento a temperatura de 5,5 = 0,7°C. No entanto
observou-se um isolado de Vibrio spp. da espécie de V.alginolyticus, nas amostras de ostras
com agua hiperclorada, apds 4 dias de armazenamento, mas esta de acordo com o limite
recomendado pelo guia de controle de moluscos bivalves dos Estados Unidos.

De modo geral, a taxa de mortalidade foi baixa, no entanto as amostras do grupo com
agua hiperclorada apresentaram taxa de mortalidade superior as amostras do grupo controle,

mas de todo modo os resultados apresentados ndo foi possivel concluir se o cloro apresentou
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algum efeito toxico sobre as ostras, seriam necessarios mais estudos para analisar essa
suposicao.

Com base nos parametros avaliados neste estudo, conclui-se que as amostras do grupo
tratadas com agua hiperclorada ndo apresentaram diferencga estatistica (p>0,05) em relagdo ao
grupo controle, com excecao para as contagens de bactérias psicrotroficas aerdbias durante os
8 dias de armazenamento, em que as amostras do grupo AH apresentaram resultados
estatisticamente menores em relagdo ao grupo Co (p<0,05). Sugere-se repeticdes deste estudo,
incluindo amostras em triplicata para permitir obter resultados mais precisos sobre a influéncia
do cloro nas ostras durante o periodo de armazenamento. Adicionalmente, ¢ importante a
condugdo de estudos complementares sobre o efeito de tempo e temperatura na multiplicagao
de E. coli durante o periodo de armazenamento, uma vez que € este o parametro microbiolégico
regulado na legislacdo Brasileira.

Destaca-se a importancia deste problema, pelos aspectos ja citados, e pela parceria entre

UFSC e CEDAP/EPAGRI.
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