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RESUMO 

Na região Norte, o câncer gástrico (CG) ocupa o segundo lugar entre os tipos de 

tumores mais frequentes em homens e o quarto lugar entre as mulheres. Para o ano de 2016, 

foram estimados 690 novos casos no estado do Pará, sendo 260 casos na capital. O CG tem 

uma etiologia multifatorial, é resultante da interação de fatores genéticos (endógenos) e 

ambientais (exógenos). Estudos epidemiológicos têm evidenciado uma associação clara entre 

o consumo excessivo de alimentos conservados em sal e a ocorrência de CG, isso se deve 

principalmente à ação cancerígena dos compostos N-nitrosos resultantes da união de produtos 

da via de redução do Nitrato (oriundo da salga) e de compostos orgânicos presentes na região 

do estômago. Essa redução é realizada por enzimas bacterianas (nitrato redutase) que estão 

presentes em espécies contaminantes que podem proliferar nesse tipo de alimento. Tais 

alimentos conservados em sal, como o pirarucu (entre outros peixes), camarão e charque, 

estão incorporados há muitos anos no padrão alimentar do estado do Pará e de outras áreas da 

região amazônica. Durante o processo de salga, o tempo, as condições de processamento, de 

armazenamento e da comercialização do alimento estão diretamente relacionados com a 

qualidade destes produtos, por este motivo, ressalta-se a importância de estudos que avaliem 

condições alternativas de processamento, como o uso da refrigeração, visando atenuar a 

produção de componentes nocivos a saúde humana. No presente estudo, investigamos a 

composição bacteriana em diferentes processos de salga destes alimentos, por meio de 

isolamento bacteriano e metagenômica. Amostras de pirarucu fresco evidenciaram 

crescimento de E. coli, indicando contaminação microbiana de origem fecal, o que não foi 

percebido nas amostras submetidas a salga. A partir das análises metagenômicas pode-se 

observar uma abundância do gênero Staphylococcus nas amostras de peixes salgados, 

principalmente naqueles mantidos expostos em temperatura ambiente. Esse gênero contém 

espécies que causam toxinfecções e possuem a enzima nitrato redutase. A contaminação do 

pirarucu por essas espécies bacterianas leva a produção de nitrito, que quando consumidos 

originam a formação de agentes carcinógenos envolvidos na formação de mutações, podendo 

desencadear as neoplasias gástricas. Embora a refrigeração tenha amenizado o quantitativo 

bacteriano, o efeito bacterioestático ou bactericida do processo de salga não foi suficiente para 

manter a qualidade do pescado salgado em níveis adequados para consumo, assim, o consumo 

do mesmo pode trazer malefícios a saúde da população e estar relacionado com os altos 

índices de CG na população de Belém e da região Norte. 

Palavras-chave: Câncer gástrico, Pirarucu, Salga, Nitrato, Nitrito. 



 
 

ABSTRACT 

In the North region, gastric cancer (GC) ranks second of the most frequent types of tumors in men 

and fourth in women. For 2016, were estimated 690 new cases in the state of Pará, 260 cases in 

the capital. GC has a multifactorial etiology, resulting from the interaction of genetic 

(endogenous) and environmental (exogenous) factors. Epidemiological studies have shown a clear 

association between the excessive consumption of salt-preserved foods and the occurrence of GC, 

this is mainly due to the carcinogenic action of N-nitroses compounds resulting from the union of 

Nitrate reduction pathway (from salting) products and of organic compounds present in the 

stomach region. This reduction is performed by bacterial enzymes (nitrate reductase) that are 

present in contaminating species that can proliferate in this type of food. Such salt-preserved 

foods, such as pirarucu (among other fish), shrimp and charque, have been incorporated for many 

years into the food pattern of the state of Pará and other areas of the Amazon region. This 

reduction is performed by bacterial enzymes (nitrate reductase) present in contaminating species 

that can proliferate in this type of food. Salt-preserved foods, such as pirarucu (among other fish), 

shrimp and charque, have been incorporated for many years into the food pattern of the state of 

Pará and other areas of the Amazon region. During the salting process, the time and conditions of 

processing, storage and commercialization of the food are directly related to the quality of these 

products. For this reason, the importance of studies that evaluate alternative processing 

conditions, such as use of refrigeration, in order to mitigate the production of components harmful 

to human health. In the present study, we investigated the bacterial composition in different 

salting processes of these foods, through bacterial and metagenomic isolation. Samples of fresh 

pirarucu evidenced growth of E. coli, indicating microbial contamination of fecal origin, which 

was not noticed in the samples submitted to salting. From the metagenomic analyzes we can 

observe an abundance of the genus Staphylococcus in the samples of salted fish, especially in 

those kept exposed at room temperature. This genus contains species that cause toxinfections and 

have the enzyme nitrate reductase. The contamination of pirarucu by these bacterial species leads 

to the production of nitrite, which when consumed lead to the formation of carcinogens involved 

in the formation of mutations, which may trigger gastric neoplasms. Although refrigeration has 

diminished the bacterial quantitative, the bacteriostatic or bactericidal effect of the salting process 

was not sufficient to maintain the quality of the salted fish in levels suitable for consumption, 

therefore, the consumption of the fish can be harmful to the health of the population and be related 

with high GC rates in the population of Belém and the North region.  

 

Keywords: Gastric cancer, Pirarucu, Salga, Nitrate, Nitrite 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 Câncer Gástrico e Dieta 

O câncer gástrico (CG) tem uma etiologia multifatorial, em que os tumores se 

desenvolvem a partir de lesões na mucosa gástrica, é um processo que inclui várias etapas 

sendo resultado da interação de fatores genéticos (endógenos) e ambientais (exógenos), por 

um longo período de tempo (CARVALHO et al., 2011).  

Estudos têm demonstrado que a dieta é o fator de risco exógeno mais relevante para o 

desenvolvimento do câncer gástrico (ABNET, 2015; HU, 2015; RESENDE, 2006). A 

ingestão de alimentos conservados em sal, defumados ou muito condimentados, alimentos 

ricos em gordura, principalmente saturadas, excesso de consumo de carboidratos aliados a um 

baixo consumo de fibras provenientes de frutas, verduras e legumes, assim como a baixa 

ingestão de proteínas, podem contribuir na etiologia desse câncer (KOBAYASHI et al., 

2002). 

Estudos epidemiológicos têm evidenciado uma associação clara entre o consumo 

excessivo de alimentos conservados em sal, tais como peixes, vegetais, salsicha, presunto e 

charque, e o risco de câncer gástrico, sendo possível que os compostos N-nitrosos (NOC), que 

coexistem nestes alimentos, possam também atuar no processo de carcinogênese gástrica 

(MENEZES, 2015; KOBAYASHI et al., 2002). 

Adicionalmente, uma série de estudos experimentais realizados principalmente por 

pesquisadores japoneses indicaram que dietas com alimentos com altas concentrações de sal 

podem lesar a mucosa gástrica e torná-la mais susceptível à ação de carcinógenos químicos 

(HOWSON et al., 1986). Além de causar gastrite crônica, dietas ricas em alimentos 

conservados em sal podem facilitar a absorção de carcinógenos químicos, funcionando como 

promotores do desenvolvimento de tumores em roedores. 

Os tumores gástricos se apresentam, predominantemente, na forma de três tipos 

histológicos: adenocarcinoma (responsável por 95% dos tumores), linfoma, diagnosticado em 

cerca de 3% dos casos, e leiomiossarcoma, iniciado em tecidos que dão origem aos músculos 

(INCA, 2016).  
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Os adenocarcinomas podem ser classificados em dois tipos histológicos distintos: 

intestinal e difuso, segundo a classificação de Laurén (1965). O tipo intestinal se caracteriza 

pela presença de lesões ulcerativas, sendo mais comum no antro e na pequena curvatura, 

apresentando período de latência longo e uma fase pré-clínica prolongada. Este tipo é o mais 

frequente e mais diferenciado, sendo dependente de fatores ambientais e associadas com a 

presença de lesões pré-cancerosas, como: metaplasia intestinal e displasia (COTRAN et al, 

2000; MAYER, 2001).  

O tipo difuso tem evolução mais rápida e se caracteriza por infiltrar rapidamente a 

parede do estômago (COTRAN et al, 2000; MAYER, 2001). É pouco diferenciado, tem 

prognóstico ruim, apresenta-se em forma de tumores maiores, geralmente possui um grau de 

penetração maior na parede gástrica e não está associado a lesões pré-cancerosas (WU, 2006; 

ZHENG, 2007). 

O CG se caracteriza pela ausência de sintomas em sua fase inicial. Indivíduos com 

tumores mais extensos podem apresentar desconforto epigástrico, sensação de plenitude pós-

prandial, dor persistente, anorexia, emagrecimento, anemia ferropriva por perda de sangue, 

náuseas e vômitos (estes últimos mais comuns em tumores pilóricos). Podem ocorrer 

metástases em órgãos abdominais ou em linfonodos regionais e supraclaviculares. O principal 

órgão-alvo para a metástase é o fígado, ocasionando icterícia e aumento do tamanho e da 

consistência do mesmo (MINCIS, 2008). 

O tratamento desta neoplasia é bastante complexo, sendo a cirurgia de retirada do 

estômago ou de parte dele, juntamente com linfonodos próximos, a única expectativa de cura 

real (TAKAHASHI et al., 2013; DIKKEN et al., 2012; LIAKAKOS & ROUKOS, 2008; 

DICKEN et al., 2005). Como tratamento  complementar usa-se a quimioterapia ou a 

radioterapia (CANCER.ORG, 2016). 

O prognóstico do paciente é dado pelo estadiamento do tumor, isto é, pelo grau de 

invasão da parede e dos vasos do órgão, pelo envolvimento de órgãos abdominais, de 

linfonodos regionais e pelas características do tumor (ZILBERSTEIN, 2013; MORAES & 

SOUZA FILHO, 1996). Somente 30 a 50% dos pacientes podem ser operados e mesmo os 

pacientes submetidos à ressecção total, a taxa de recorrência ainda é elevada (HEJNA et al., 

2006). 
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No Brasil, esses tumores aparecem em quarto lugar na incidência entre homens e em 

quinto entre as mulheres. A estimativa de novos casos no ano de 2016 foi de 20.520 casos, 

sendo 12.920 em homens e 7.600 em mulheres. Na região Norte, esse tipo de tumor está em 

segundo lugar entre os mais frequentes em homens e em quarto lugar entre as mulheres, sem 

considerar câncer de pele não-melanoma. Foram estimados para o ano de 2016, 690 novos 

casos no estado do Pará, sendo 260 casos na capital (INCA, 2016). 

No resto do mundo, dados estatísticos revelam declínio da incidência, especificamente 

nos Estados Unidos, Inglaterra e outros países mais desenvolvidos. A alta mortalidade é 

registrada atualmente na América Latina, principalmente na Costa Rica, Chile e Colômbia. 

Porém, o maior número de casos ocorre no Japão, onde são encontrados 780 doentes por 

100.000 habitantes (INCA, 2016). 

A identificação de fatores de risco modificáveis, como os fatores alimentares, pode ter 

um papel importante, não só na elaboração e aplicação de estratégias de prevenção, mas 

também no impacto na morbidade e mortalidade desse tipo de câncer de mau prognóstico 

(CHENG et al., 2016). 

1.2 Dieta Regional e Alimentos Salgados 

No estado do Pará, há um alto consumo de carne vermelha e peixe pela população. 

Antigamente, havia dificuldades de conservação destes alimentos perecíveis, pelo baixo 

acesso à energia elétrica e ausência de refrigeradores, a preservação desses alimentos era 

garantida mediante a adição de sal. Dessa forma, o charque e o peixe salgado acabaram sendo 

incorporados ao padrão alimentar do estado e de outras áreas da região amazônica, 

constituindo itens relevantes na alimentação (RESENDE et al., 2006). 

Com o passar dos anos o acesso à energia elétrica teve um aumento permitindo o uso 

de refrigeradores, porém o consumo de alimentos salgados já havia se tornado um hábito 

alimentar incorporado na sociedade, principalmente nas comunidades ribeirinhas. A alta 

ingestão de alimentos salgados, além de estar relacionada com os hábitos culturais, também 

está ligada a falta de informação sobre os danos que o processo de salga pode causar na 

qualidade dos alimentos, como a produção de carcinógenos (DE ASSUMPÇÃO et al., 2016). 

Esse padrão de dieta presente na cidade de Belém e em muitas regiões da Amazônia 

pode ser caracterizado como potencial favorecedor das etapas iniciais do processo de 
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desenvolvimento do câncer gástrico. Ademais, as agressões contínuas à mucosa gástrica 

decorrentes da ação irritativa do elevado consumo de alimentos conservados em sal e/ou da 

ingestão de alimentos em temperatura elevada, podem atuar como facilitadores no processo de 

invasão da Helicobacter pylori e de outros patógenos (D’ELIA et al., 2012; BORNSCHEIN 

et al., 2011).  

1.3 Pirarucu: Conservação, Venda e Consumo. 

O Pirarucu (Arapaima gigas) é o maior peixe de escama de água doce do mundo, 

podendo chegar a 4 metros e 250 kg, habita preferencialmente ambientes de águas calmas 

como grandes lagos e margem de rios, alimenta-se principalmente de peixes de menor porte. 

Sua reprodução ocorre nos lagos marginais, formados durante o período de cheia nos rios 

amazônicos (MELO et al., 2005).  

A carne fresca do pirarucu é pouco consumida nos grandes centros de comercialização 

de pescado na Amazônia. Devido ao seu grande porte, o peixe rende várias postas que são 

salgadas por meio de um processo artesanal de salga e desidratação (IMBIRIBA, 1991). 

Tradicionalmente, o Pirarucu é comercializado na forma salgada e seca, denominado de 

―bacalhau brasileiro‖ e apresenta grande importância econômica na Região Norte do Brasil 

(LOURENÇO et al., 2002).  

A pesca predatória do pirarucu tem reduzido os estoques naturais e tem sido uma 

grande ameaça para essa espécie. No estado do Pará, o período do defeso começa em primeiro 

de dezembro, estendendo-se até 31 de maio. Após esse período, a captura, a comercialização e 

o transporte devem atender às medidas de tamanho mínimo, como 1,50, 1,20 e 1,10 metros de 

comprimento total, respectivamente, para o peixe inteiro, para manta inteira e para manta seca 

(IBAMA, 2004). 

A salga é um método de preservação baseado na penetração do sal no interior dos 

tecidos, ocasionado por fatores físicos e químicos, como a difusão e osmose, e uma série de 

processos bioquímicos associados com mudanças em vários constituintes dos peixes, 

principalmente as proteínas (SANCHEZ, 1965). Tais processos são observados quando o 

nível de sal no músculo atinge 8 a 10%, verificando-se a partir desta concentração uma 

redução da solubilidade das proteínas e da capacidade de retenção de água nos tecidos 

(LASSEN, 1965). 
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 Segundo Sanchez (1965), o sal não é um preservativo no sentido estrito da palavra, 

mas sim tem uma ação preservativa, extraindo água ao mesmo tempo em que penetra nos 

tecidos do músculo do pescado, convertendo estes líquidos em uma solução concentrada de 

cloreto de sódio, quando há penetração suficiente do sal, as proteínas coaguláveis se 

estabilizam e os tecidos do peixe se contraem pela perda da água. 

Quando o sal comum entra em contato com o músculo do peixe, em suficiente 

quantidade, paralisa a autólise e a decomposição. Sua ação preservativa consiste na 

capacidade do cloreto de sódio de produzir uma elevada pressão osmótica nas células 

bacterianas, dando como consequência o seu rompimento ou plasmólise. Atualmente sabe-se 

que o sal comum não apenas causa a plasmólise como também bloqueia o núcleo das 

proteínas, desnaturando as enzimas. Sua ação preservativa se manifesta mediante alterações 

provocadas na estrutura das proteínas e enzimas, tornando estas substâncias inativas. O 

cloreto de sódio possui ação bacteriostática e bactericida, ou seja, paralisa o crescimento e 

causa a morte das bactérias (ZAITSEV, 1969). 

 Segundo Lourenço et al. (2002), a salga do pirarucu é habitualmente realizada logo 

após a captura, sendo descamado, eviscerado, manteado na própria embarcação, submetido a 

uma primeira etapa de salga, sem nenhum critério higiênico-sanitário e tecnológico, também é 

comum a salga daqueles peixes que não foram comercializados frescos ou ressalgas realizadas 

por diferentes atravessadores até a comercialização final. A qualidade do peixe salgado está 

diretamente vinculada a matéria-prima, ao método de salga, ao controle da temperatura e da 

umidade durante o transporte, entres outros requisitos do processamento (ANVISA, 2007). 

 Na cidade de Belém, o pirarucu salgado seco é comumente comercializado em feiras 

livres sem nenhum tipo de embalagem, sobre bancadas de madeira e expostos a altas 

temperaturas e umidade típicas daquela região, em condições higiênico-sanitárias precárias, 

embora apresente alto valor comercial (Figura 1). Na maioria dos supermercados o mesmo 

está acondicionado em bandejas revestido com filme plástico, sobre superfície de fácil 

higienização (granito, aço inoxidável) e em temperatura climatizada. 
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FIGURA 1: Pirarucu salgado comercializado nas feiras de Belém (Feira do Ver-o-Peso e Feira da 25 de 

Setembro, Belém/PA).  Fonte: Site www.rotasturisticas.com 

Mesmo com o efeito bactericida do sal e menor atividade de água encontrada em 

pescado salgado, caso os critérios higiênico-sanitários não sejam atendidos durante o 

processamento e comercialização desse alimento, é possível ocorrer a contaminação e a 

multiplicação de bactérias indicadoras de má higiene, assim como a proliferação de micro-

organismos patogênicos (NUNES et al., 2012).  

1.3.1 Microbiota do Pirarucu 

A variedade da microbiota do peixe está diretamente relacionada com a qualidade da 

água em que foi realizada a pesca. Quanto mais poluída a água, maior a chance de o pescado 

ser contaminado e transmitir agentes patogênicos e tóxicos aos consumidores. Outro fator 

importante para a contaminação é o manejo após a captura, nas fases de processamento e 

durante o transporte até o destino final (VIEIRA, 2004; JAY, 2005). 

Microrganismos normalmente são encontrados nas superfícies externas (brânquias, 

pele e muco) e nos intestinos de peixes vivos ou recém-capturados (JAY, 2005). Após a 

morte, a autólise se instala e a superfície do peixe se torna mais permeável a bactérias. Com a 

liberação de compostos, como: açúcares simples, aminoácidos e ácidos graxos livres, há o 

estabelecimento de um meio nutritivo para a multiplicação de bactérias, acentuando a 

decomposição bacteriana (VIEIRA, 2004).  

O efeito preservativo da salga é devido principalmente ao declínio da atividade de 

água, que previne o crescimento de muitos microrganismos deteriorantes, adicionalmente ao 

efeito tóxico dos íons cloretos (ABEROUMAND, 2010; GOULAS; KONTOMINAS, 2005). 

Esse efeito pode ser diminuído com a falta de cuidados higiênicos durante a manipulação e a 
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exposição do produto em locais úmidos, possibilitando a contaminação do pescado por fungos 

filamentosos e bactérias, reduzindo o seu prazo de validade (VIEIRA, 2004). 

Sobre os parâmetros de qualidade regulamentados para a comercialização do pescado 

salgado a ANVISA estabeleceu através da Resolução RDC nº 12, de 2 de janeiro de 2001, que 

deve haver ausência de Salmonella spp para 25g de amostra; limite máximo para coliformes 

termotolerantes de 10²/g de amostra e limite máximo para Staphylococcus coagulase positiva 

de 5x10²/g de amostra, em cinco amostras de um mesmo lote (ANVISA, 2001). O limite para 

Clostridium sulfito redutores em pescado é de no máximo 2x10/g de amostra, segundo o 

Decreto Estadual 12.486 de 1978 (SÃO PAULO, 1991). 

A presença de grupos coliformes em produtos destinados ao consumo humano é 

indicativa de contaminação pós-sanitização ou pós-processo, inclusive de natureza fecal, 

podendo causar desde infecções agudas até crônicas aos consumidores, a exemplo das 

disenterias (SILVA et al., 1997). A Escherichia coli é a principal bactéria do grupo de 

coliformes termotolerantes. A presença dessa bactéria está relacionada com a contaminação 

fecal da água do local de pesca e/ou no transporte, manipulação e local de venda (VIEIRA, 

2004). Está associada a diarreias, podendo levar a quadros mais graves como: como colite 

hemorrágica e septicemia (GERMANO & GERMANO, 2001). 

As salmoneloses são causadas pelas bactérias do gênero Salmonella spp. Essas 

bactérias têm como principal reservatório o trato intestinal do ser humano e de animais de 

sangue frio e quente, com exceção de peixes, moluscos e crustáceos, os quais podem vir a se 

contaminar após a pesca (GERMANO & GERMANO, 2001; VIEIRA, 2004). 

As bactérias halofílicas são responsáveis pelas alterações organolépticas (limosidade, 

mau cheiro e cor avermelhada) no peixe salgado, tratam-se de bactérias gram-negativas, 

aeróbicas estritas e que necessitam de altas concentrações de sal para suas atividades 

enzimáticas, para estabilidade da membrana e síntese proteica (FRANCO & LANDGRAF, 

2008). Essas bactérias não são consideradas patogênicas, mas produzem alterações que 

prejudicam o alimento e desagradam os consumidores. 

A velocidade de crescimento de cada organismo depende de muitos fatores, o que 

influencia notavelmente qual vai ser a população que predominará (MOSSEL et al., 2003). 

Esses fatores são classificados em quatro grupos: 
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 Fatores intrínsecos: aqueles que dependem das características do substrato de 

crescimento, ou seja, do alimento. Incluem: quantidade de água disponível, níveis 

de nutrientes, pH, presença de substâncias antimicrobianas naturais e estruturas 

dos tecidos (MOSSEL et al., 2003). 

 Fatores de tratamento ou processamento: aqueles que são consequências da 

elaboração dos alimentos, tanto em escala industrial quanto doméstica, como: 

aquecimento, irradiação, mudanças de pH provocadas pela adição de acidulantes 

ou de microrganismo que produzem ácidos (MOSSEL et al., 2003). 

 Fatores extrínsecos: impostos pelo meio exterior, como a temperatura ambiente e 

a umidade do ar (MOSSEL et al., 2003). 

 Fatores implícitos: estes dependem da microflora particular dominante que se 

desenvolve inicialmente em resposta aos outros fatores. Os efeitos implícitos 

podem ser sinérgicos ou antagônicos (MOSSEL et al., 2003).  

 

O peixe pode ser contaminado por um variado grupo de microrganismos e por 

resíduos de produtos químicos contidos em águas contaminadas ou poluídas. A contaminação 

pode estar relacionada com a origem do pirarucu ou pelo processo pós abate, desta forma a 

falta de medidas higiênicas durante o transporte, manuseio e conservação podem facilitar a 

contaminação a partir de patógenos presentes no próprio pescado ou provenientes do 

ambiente (FAO, 2010).  

 

Essas contaminações provenientes do ambiente podem ocorrer pela falta de condições 

de higiene dos barcos pesqueiros, lavagem com água contaminada, contato com gelo 

produzido a partir de água de má qualidade, condições de armazenagem e temperatura a qual 

o peixe fica exposto. Em todas essas etapas a higiene das instalações, qualidade da água e 

refrigeração são itens fundamentais para a conservação do Pirarucu (ALVES et al., 2002; 

GERMANO et al., 1993). 

Diversos autores reforçam a importância da conservação do pescado em baixas 

temperaturas, do momento da captura ate a comercialização, para impedir que os processos 

autolíticos se instalem e que ocorra a multiplicação bacteriana responsável pela deterioração 

do produto. Por isso é essencial a manutenção da temperatura durante todo o processo de 

transporte, industrialização e comércio do pescado (BRIEN et al., 2006; SATO et al., 2005). 
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A manutenção da qualidade do pescado está ligada ao tempo, higiene e temperatura. O 

tempo é importante na rapidez com que se ocorrem reações microbianas, que estão 

relacionadas com o grau de higiene do barco, estrutura de processamento e da manipulação, 

aliados às baixas temperaturas que se corretamente aplicadas evitarão ou retardarão as reações 

que levam a degradação do peixe, inibindo também as contaminações (VIEIRA & 

SAMPAIO, 2004). 

 

1.3.2 Bactérias Anaeróbias Facultativas 

O metabolismo anaeróbico é um processo de respiração que não utiliza oxigênio como 

receptor de elétrons, podendo utilizar nitrato, sulfato, ferro ou manganês. Esse tipo de 

metabolismo é exclusivo de procariontes, sendo realizado por uma grande variedade de 

bactérias e arqueobactérias. Dentre as vias mais conhecidas do metabolismo anaeróbico, 

temos o processo de redução de nitrato (desnitrificação) e a redução disassimilatória do 

sulfato (VANDECASTEELE, 2008). 

Na ausência de oxigênio, a redução de nitrato passa a ser uma via de produção de 

energia, esse processo ocorre através da incorporação de íons nitrato que atuaram como 

aceptores de elétrons. Nessa via, os íons nitrato são reduzidos a nitrito e subsequentemente, 

em óxido nítrico (NO), óxido nitroso (NO2) e finalmente em nitrogênio molecular (N2) 

(BOTHE et al., 2007). Essa redução é executada pela enzima Nitrato-redutase, que é uma 

enzima do tipo transmembrana, cuja síntese é ativada pelo nitrato e inibida pela presença de 

oxigênio molecular (VIVIAN et al.,1999). 

A maioria das bactérias que realizam esse processo pertence ao filo das 

proteobactérias e tem a capacidade de utilizar tanto o oxigênio como outros aceptores na 

respiração, sendo conhecidas com anaeróbias facultativas. Essa característica demonstra a 

diversidade de mecanismos alternativos de produção de energia desses seres e a sua 

capacidade de adaptação a vários nichos (BOTHE et al., 2007). 

Mais de um terço das bactérias já caracterizadas pertencem ao filo das Proteobactérias, 

que é considerado o maior e o mais diverso metabolicamente. Esse filo contém a maioria das 

bactérias que possuem interesse industrial, agrícola e médico. As proteobactérias são gram-

negativas, possuem uma ampla diversidade morfológica e diferentes mecanismos de produção 

de energia (MADIGAN et al., 2016). 
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 A partir da sequência do gene 16S do RNA ribossomal (RNAr), o filo é dividido em 6 

classes: Alpha, Beta, Gama, Delta, Epsilon e Zetaproteobacteria. A classe Gama é composta 

por várias famílias de bactérias importantes para a ciência e para a medicina, tais como as 

Enterobacteriaceae, Vibrionaceae e Pseudomonadaceae. Os principais representantes dessas 

famílias são anaeróbios facultativos e utilizam a via de redução do nitrato em seu 

metabolismo (MADIGAN et al., 2016).  

1.4 Metagenômica 

Na atualidade, a estratégia mais robusta para estudos microbianos é a metagenômica, 

que é realizada a partir das tecnologias de sequenciamento de alto-desempenho ou de nova 

geração (NGS – Next Generation Sequencing). Esta revolucionou os estudos de microbiologia 

por ser uma abordagem que permite analisar os genomas tanto de micro-organismos 

cultiváveis, como os não-cultiváveis em laboratório, possibilitando o isolamento de DNA a 

partir de amostras obtidas de diversos ambientes (NESME et al., 2016; SIMON & DANIEL, 

2011). Estima-se que menos de 1% dos micro-organismos provenientes de seus distintos 

hábitats podem ser cultivados em condições laboratoriais (KUMAR et al., 2015; 

TURNBAUGH & GORDON, 2008).  

Por estudos metagenômicos é possível realizar a identificação de micro-organismos 

sem a necessidade de cultivo em laboratório, gerando grandes quantidades de dados que são 

analisados com o apoio de ferramentas da bioinformática (KUMAR et al., 2015; SIMON; 

DANIEL, 2011). Para a realização destes, são utilizadas duas abordagens: estudo do gene 16S 

RNAr e a técnica de shotgun ou sequenciamento total (OULAS et al., 2015; MIZRAHI-MAN 

et al., 2013). 

As primeiras abordagens para identificação de microrganismos não-cultiváveis foram 

baseados em sequenciamentos do gene bacteriano RNAr 16S (TRINGE & HUGENHOLTZ, 

2008). O gene 16S RNAr é utilizado como um marcador molecular para caracterizar uma 

comunidade bacteriana em seus diversos nichos ecológicos. A diversidade é avaliada pela 

amplificação do gene pela técnica de PCR (Reação em Cadeia da Polimerase), 

sequenciamento e comparação com um banco de dados, possibilitando traçar um perfil dessa 

comunidade (OULAS et al., 2015; VARUZZA, 2013). Isso é possível devido à presença de 

regiões conservadas nesse gene, que permitem o desenho de primers para a amplificação de 

pelo menos 9 regiões hipervariáveis (V1-V9), por uma análise comparativa de similaridade 
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destas regiões é possível distinguir e classificar taxonomicamente os micro-organismos 

presentes em um determinado meio (MIZRAHI-MAN et al., 2013). 

 1.5 Produção de Nitritos e a Carcinogênese Gástrica 

Os carcinógenos genotóxicos são capazes de iniciar a conversão de uma célula normal 

em célula neoplásica em qualquer tecido e, em nível experimental, a especificidade por 

determinado órgão parece ser mais uma característica dos carcinógenos epigenéticos do que 

dos genotóxicos. Entretanto em alguns casos pode haver a distribuição ou a ativação 

metabólica preferencial do composto genotóxico em determinado órgão ou tecido. Este é o 

caso dos compostos N-nitrosos (NOC) que podem ser formados no estômago e atuar como 

iniciadores da conversão neoplásica neste órgão (KYRTOPOULOS, 1989). 

Segundo Hwang e colaboradores (1994), a dieta parece estar envolvida nos estágios 

mais precoces da transformação das células normais em células cancerosas (Figura 2). Os 

estágios iniciais de gastrite crônica e atrofia parecem ser promovidos pela ingestão excessiva 

de alimentos conservados em sal, estando os estágios intermediários associados à ingestão de 

nitratos, nitritos e outros fatores que favorecem a produção intragástrica de nitrosaminas 

(MAYNE et al., 2001). 

O Nitrato e o Nitrito são aditivos utilizados para a conservação de alimentos. O uso de 

sais de nitrito e nitrato em produtos cárneos já ocorre há bastante tempo, com a evolução das 

técnicas de conservação alimentar, estes vêm sendo cada dia mais utilizados, pois ajudam a 

melhorar o sabor e a cor, tem ação preventiva na germinação e proliferação bacteriana, além 

de serem antioxidantes, ou seja, conseguem aumentar o tempo de conservação do produto 

(MARTINS & GRANER, 2008) 

O uso desses aditivos no processo de salga consegue retardar o processo de oxidação 

dos lipídios evitando a rancidez, e de desenvolvimento de cor (coloração rósea), devido a 

formação de nitrosomioglobina (PETENUCI et al., 2004). 

O processo de formação dos NOC se inicia na redução de nitrato em nitrito e leva a 

formação de agentes nitrosantes. Aproximadamente 25% do nitrato, oriundo da dieta, é 

recirculado na cavidade oral e 20% dele é convertido em nitrito na superfície da língua, pela 

ação de bactérias anaeróbias facultativas, esse processo trata-se da síntese endógena 

(MAGRA et al., 2006). Essa redução realizada por microrganismos também pode ocorrer em 
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alimentos armazenados à temperatura ambiente, como peixes em processos de salga (Figura 

3). 

 

FIGURA 2: Influências ambientais no processo de carcinogênese gástrica. 

Fonte: Adaptado de Hwang et al. (1994) 

 

A condição de pH ácido do estômago favorece a formação dos agentes nitrosantes, 

através da decomposição do Nitrito em Ácido nitroso (HNO2) e em outros óxidos de 

nitrogênio. Os substratos (amidas, uréias, aminas secundárias e aromáticas) para as reações de 

nitrosação são oriundos dos alimentos ou formados durante a digestão, e encontram-se em 

grande quantidade no ambiente estomacal. No estômago, os agentes nitrosantes vão reagir 

com esses substratos e formar os NOCs, como as nitrosaminas, que são considerados 

carcinógenos potentes (KREUTZ et al., 2015; GONZÁLEZ; JAKSZYN et al., 2006; 

ANDRADE, 2004) (Figura 3). 
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FIGURA 3: Processo de formação dos NOCs. Fonte: Autora. 

Vários NOC, tais como nitrosaminas, nitrosamidas e nitrosouréias, têm sido apontados 

na literatura como possíveis participantes do processo de carcinogênese gástrica 

(GONZÁLEZ et al., 1994). Foi visto que estes compostos apresentam potente atividade 

carcinogênica em animais de laboratório. Williams & Weisburger (1991), administraram 

extratos de peixes e feijões tratados com nitrito, em ratos por via oral, e observaram o 

surgimento de tumores na porção glandular do estômago, semelhantes aos que ocorrem com 

maior frequência em seres humanos. 

A exposição diária da população, em geral, ao nitrato e nitrito é influenciada tanto 

pelos hábitos culturais, como pelo estilo de vida e localização geográfica (ANDRADE, 2004). 

Observou-se que a dieta rica em peixes salgados contribui com valores altos de nitritos, além 

disso, foi constatado que o consumo de nitrato, dentro dos níveis de ingestão diária aceitável 

(IDA), combinado com esse tipo de dieta, a qual tem alto teor em aminas precursoras de 

NOC, leva a formação de nitrosaminas carcinogênicas (VERMEER et al., 1998). 

Em 1996, o comitê formado pela Organização Mundial da Saúde e pela Organização 

de Agricultura e Alimentação das Nações Unidas (WHO - World Health Organization / FAO 

- Food and Agriculture Organization of the United Nations) estabeleceu uma IDA para 

nitratos de 3,7 mg/kg de peso corporal (pc) de íon nitrato e 5 mg/kg pc de nitrato de sódio, e 

para os nitritos de 0,07 mg/kg pc de íon nitrito e 0,08 mg/kg pc de nitrito de sódio, e proibiu o 
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emprego de nitrito como aditivo em alimentos infantis para crianças menores de três meses. 

No Brasil, a Portaria nº. 1.004/ ANVISA /MS de 11 de dezembro de 1998, define como limite 

máximo de 300 mg/kg, para nitrato e 150 mg/kg para nitrito de sódio e potássio em produtos 

cárneos curados (salgados) industrializados ou frescais, exceto para o charque. 

Estudos epidemiológicos sugerem que a alta ingestão de precursores de agentes 

nitrosantes e a formação intra-gástrica de N-nitrosaminas podem estar associadas com um alto 

risco de câncer nasofaríngeo, esofágico e gástrico (KIM et al., 2002). Os mecanismos 

postulados para o aumento do risco do câncer de estômago com o consumo de compostos 

nitrosos estão associados ao aumento de radicais livres, que promovem lesão celular e 

redução na produção de muco, um fator de proteção à mucosa gástrica (MAGALHÃES et al., 

2008). 

O processo de formação de NOCs genotóxicos, que ocorre no estômago, pode ser 

modulado a partir de componentes da dieta (GOMES-CARNEIRO et al., 1997). Por isso, 

estudos que avaliem, a partir da análise bacteriológica, a qualidade de alimentos inclusos na 

dieta da população de nossa região, como o Pirarucu, são de suma importância para se 

elaborar estratégias para a prevenção do Câncer Gástrico. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo Geral 

Avaliar a composição bacteriológica presentes nas amostras de Pirarucu, levando 

em conta as condições do processo de salga as quais foram submetidas e o tempo 

de armazenamento. 

 

 

2.2 Objetivos Específicos 

 Identificar os gêneros e espécies de bactérias presentes no Pirarucu fresco, salgado 

de forma tradicional (em exposição) e salgado sob refrigeração; 

 Identificar as espécies de bactérias redutoras de Nitrato presentes no Pirarucu 

fresco, salgado de forma tradicional (em exposição) e salgado sob refrigeração.  
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 Coleta, Processamento e Armazenamento das Amostras.  

As amostras foram obtidas no município de Breu Branco, localizado aproximadamente 

a 419 quilômetros da capital Belém. Foram coletados três pirarucus frescos, de cada peixe 

foram retirados pequenos pedaços (aproximadamente 25 cm
3
) para serem armazenados, ainda 

fresco, dentro de tubos Falcon de 50mL, o restante de cada posta do peixe foi destinado ao 

processo de salga.  

 Os peixes foram salgados de forma tradicional, adicionando sal aos pedaços, e depois 

armazenados em sacos plásticos e transportadas em um isopor com gelo. Após o transporte 

para Belém, as amostras permaneceram sendo processadas da seguinte forma: as amostras 

frescas foram congeladas, uma amostra de cada peixe salgado foi mantida em geladeira (3 

amostras) e outra amostra ficou em exposição a temperatura ambiente (3 amostras) (Figura 4). 

 

FIGURA 4: Organização do processamento das amostras de peixes. 

 

 As amostras foram processadas nas condições do estudo durante 28 dias. No 21
o
 dia, 

foi retirado um pequeno fragmento de cada amostra, acondicionada na geladeira e em 

exposição, para análise bacteriológica. No último dia de armazenamento, repetiu-se o 

processo de retirada de um fragmento de cada amostra. 
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 Adicionalmente, foram coletados três Pirarucus salgados vendidos em Feiras de Belém 

(Feira da 25 de Setembro, Feira do Entrocamento e Feira do Ver-o-peso), para realização da 

análise bacteriológica, fazendo um comparativo entre a salga feita em laboratório e a salga 

realizadas pelos fornecedores (pescadores). Desses três peixes também foram retirados 

fragmentos pequenos, posteriormente congelados e encaminhados para análise. 

 Após o fim do período de processamento/armazenamento todos os fragmentos foram 

transportados, em condições ideais, para os laboratórios que realizaram as análises: 

Laboratório de Enteroinfecções Bacterianas (SABIM) do Instituto Evandro Chagas e 

Laboratório de Genômica Médica do A. C. Camargo Cancer Center, em São Paulo. 

3.2 Análises Bacteriológicas 

 Sob condições de esterilidade e em capela de fluxo laminar utilizando-se facas e/ou 

bisturis foi retirado cerca de 25g em média do material e  realizado posterior trituração com 

auxílio de um graal e pistilo para as análises bacteriológicas. 

Para identificação de enterobactérias foram empregados métodos de isolamento e 

caracterização bioquímica. Cerca de 25 gramas do macerado foram adicionadas em 225 ml de 

Água Peptonada Tamponada (APT  pH 7.0), homogeneizada e incubada a 35ºC por 18 horas. 

Para a pesquisa de Salmonella uma alíquota (0,1 mL) da cultura em APT foi inoculada em 

caldo Rappaport - Vassiliadis (RV) e incubada a 42,2 ºC por 18 horas. Outra alíquota do APT 

(0,1 mL) foi inoculada em caldo EC e incubada a 35 ºC por 18 horas, visando o isolamento de 

E. coli. Posteriormente, as culturas dos caldos RV e EC foram semeadas em meios seletivos e 

indicadores: ágar SS e ágar Mac Conkey, respectivamente.  

As colônias suspeitas de Salmonella e E. coli, foram submetidas ao meio de cultura 

Triplo Açúcar Ferro (TSI) e identificadas bioquimicamente. Para a pesquisa de vibrios foram 

diluídos 75g das amostras em APA 1%NaCl, APA 3%NaCl e APT e posterior isolamento nos 

meios SS, MC e TCBS. Cerca de 5 a 10 colônias suspeitas foram semeadas nos meios de 

triagem TSI e Kligler, seguidas da identificação bioquímica e sorológica.  

 3.2.1 Pesquisa Molecular das E. Coli Diarreiogênicas 

 As amostras de E. coli previamente identificadas bioquimicamente foram cultivadas 

em ágar nutriente (Difco) à temperatura de 35–37 ºC por 18–24 horas. As cepas de referência 

usadas como controles positivos foram Escherichia coli: EPEC E2348/69 (genes eae e bfpA), 
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EAEC O42 (gene aggR), ETEC H10407 (genes elt e est), EIEC EDL1284 (gene ipaH) e 

EHEC EDL931 (gene stx) e Escherichia coli K12 DH5α como controle negativo.  

3.2.2 Extração de DNA Bacteriano  

 O DNA dos isolados caracterizados fenotipicamente como E. coli e das cepas de 

referência dos controles positivos e negativo foi extraído pelo método de fervura e 

congelamento, seguindo às recomendações de Baloda et al. (1995). 

3.2.2.1 PCR Multiplex  

A reação de PCR Multiplex foi realizada a partir de 2 μL de cada DNA extraído e 23 

μL da solução mix, contendo entre 0,5 a 1,5 µL de acordo com cada iniciador (Invitrogen, 

Brasil), 10 mM de dNTP mix dATP, dCTP, dGTP, dTTP (Invitrogen, Brasil Invitrogen, 

USA), 0,5 U de Taq DNA polimerase platinum, tampão Taq 1X, 50 mM de MgCl2 

(Invitrogen, Brasil) e água estéril ultra-pura para um volume final de 25 μL. As reações da 

PCR multiplex foram colocadas no termociclador automático de gradiente modelo Veriti 
TM

 

96-Well Thermal Cycler (Applied Biosystems–EUA) e submetidas a ciclos específicos de 

amplificação que consisti de 1 passo de 2 min a 50 ºC (Hot-Start), 1 passo de 5 min. a 95 ºC 

(Desnaturação inicial) seguido por 40 ciclos de 1 s a 95 ºC, 50 ºC e 72 ºC e 1 passo final de 

extensão de 7 min a 72ºC.  

Os amplicons foram analisados por eletroforese em gel de agarose a 2%, corado com 

Syber Safe e visualizados sob luz UV com auxílio de um transluminador (Vilber Lourmat, 

França). Como marcador de tamanho molecular será usado o Ladder de 1 Kb.  

3.2.3 Pesquisa Molecular dos Vibrios 

A análise molecular foi realizada por PCR através da amplificação dos genes tdh, trh e 

tlh seguida do sequenciamento na plataforma ABI 3500 (Applied Biosystems). As sequências 

produzidas foram editadas no programa Sample Manager, acoplado ao ABI 3500 DNA 

Sequencer. 

3.3  Análise Descritiva 

Para a avaliação dos resultados obtidos a partir dos isolamentos bacterianos foi 

realizada uma análise descritiva dos dados, verificando presença ou ausência de crescimento 
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de colônias das espécies identificadas. Os dados obtidos foram agrupados em 6 grupos: A, 

B1, B2, C1, C2 e D (Tabela 1). 

TABELA 1: Organização dos grupos amostrais para análise dos dados obtidos a partir do isolamento bacteriano. 

 

3.4  Metagenômica 

 

3.4.1 Desenho Amostral 

Foram utilizadas 9 amostras de Pirarucu para a análise, sendo 3 de peixes frescos, 3  

de peixes salgados e refrigerados, e 3 amostras de peixes salgados em temperatura ambiente. 

E de cada peixe foi gerado mais uma amostra do corte profundo no tecido para a análise 

comparativa entre superficial e profundo (~1cm), totalizando um número amostral de 18 

amostras. Todas as amostras analisadas estavam armazenadas em sua condição específica 

(refrigerado ou exposição) a 28 dias. 

3.4.2 Extração de DNA  

As amostras foram colocadas em um período de incubação por 18h em 600 μl de 

tampão de lise (Qiagen) e 15 μl de proteinase K (20 μg/μl) a 55°C. Após esse período, as 

amostras de DNA foram extraídas utilizando um protocolo padrão de fenol-clorofórmio, 

seguido de uma precipitação por etanol. A quantificação foi realizada usando um 

Grupos Amostras 

A Peixes Frescos 

B1 Peixes Salgados Refrigerados (21 dias) 

B2 Peixes Salgados Refrigerados (28 dias) 

C1 Peixes Salgados em Exposição (21 dias) 

C2 Peixes Salgados em Exposição (28 dias) 

D Peixes comercializados em Feiras 
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espectrofotômetro (Nanodrop-ThermoFisher Scientific) e o DNA foi visualizado em gel de 

agarose (2%) para verificar sua integridade. 

3.4.3  Amplificação, Sequenciamento e Processamento dos dados 

A região V4-V5 foi amplificada usando um conjunto de primers projetado para gerar 

amplicons compatíveis com a química disponível para a plataforma Ion Torrent PGM, que 

permiti uma sequência de alta qualidade de aproximadamente 400 nucleotídeos (Ion PGM 

Sequencing 400 Kit). A cobertura do conjunto de primers foi avaliada usando Projeto de 

Banco de Dados Ribossômico (RDP-Release 11.2), ProbeMatch (COLE et al., 2014), ARB 

Silva’s (Release 115) e Test Prime (KLINDWORTH et al., 2013). O primer foward (5'-

AYTGGGYDTAAAGNG-3 ') e o primer reverse (5'-CCGTCAATTCNTTTRAGTTT-3') 

correspondiam as posições 562 e 906, respectivamente, do gene RNAr 16S de Escherichia 

coli. 

Foram realizadas reações de amplificação, em triplicatas, contendo um volume de 50μl 

por amostra, cada uma contendo: 2,5 μM de cada primer, 25 μl do kit Kapa HotStart High 

Fidelity Master Mix (Kapa Technologies) e 25 ng de DNA genômico (gDNA). As condições 

de termociclagem foram: 95°C por 3minutos; 98°C por 15 segundos e 40°C em 30 segundos 

por 35 ciclos; seguido de uma última etapa de extensão a 72°C por 5 minutos. Os amplicons 

das três reações de cada amostra foram reunidos e purificados usando um kit de purificação 

por PCR MinElute (Qiagen). 

Os produtos purificados foram corridos em géis de agarose a 1,5% e as bandas de gel 

com intervalo de amplicons esperado foi purificado utilizando o kit de extração de gel 

Qiaquick (Qiagen) para remover artefatos, dímeros de primers e bandas não específicas. 

Amplicons foram ―end-repareid” e adaptadores com códigos de barras foram ligados. As 

quantidades equimolares de amplicons de cada amostra foram agrupadas, utilizando o kit de 

quantificação de qPCR Ion Torrentq (ThermoScientific, Carlsbad, EUA). Todas as amostras 

foram sequenciadas na plataforma Ion torrent PGM (ThermoScientific, Carlsbad, EUA).  

Para se obter um controle de qualidade no processamento dos dados foram utilizadas 

diversas ferramentas computacionais, conforme as etapas a seguir: 

 Conversão para FASTAq: As milhões de leituras (reads) geradas foram 

convertidas para o formato FASTAq. Nos arquivos gerados se encontravam 

todas as sequências identificadas e suas respectivas sequências de qualidade 
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codificada em ASCII. O SRAtoolkit (LEINONEM et al., 2010), software que 

permite acesso aos dados no formato SRA, além de os converter para diversos 

formatos, foi empregado para a conversão dos reads gerados de SRA para 

FASTAq.  

 Verificação da qualidade das bases: Após o sequenciamento foi importante 

verificar a qualidade dos reads gerados. Para tanto o FastQC (TRIVEDI et al., 

2014) foi utilizado, nele é possível verificar a qualidade média dos 

nucleotídeos por posição nos reads, além de outra métricas que ajudam a 

inferir sobre a qualidade do sequenciamento. 

 Remoção de adaptadores: remoção de possíveis adaptadores contaminantes. 

 Poda: É comum em sequenciamentos que as últimas bases dos reads tenham 

uma queda na qualidade de leitura, nestes casos, foram removidas da análise 

essas bases para evitar erros de interpretação nos dados, para isso foram 

utilizados programas específicos que excluem dos reads as últimas bases que 

possuíam qualidade abaixo do desejado.  

 Filtragem: Para evitar erros no processo de alinhamento, reads de baixa 

qualidade deveriam ser excluídos. Filtrou-se os reads de forma que 

permaneçam apenas aqueles cujas bases atinjam uma qualidade média mínima. 

Para as etapas de remoção de adaptadores, poda e filtragem o Trimommatic 

(BOLGER et al., 2014), foi utilizado. 

 

3.4.4  Análises Taxonômicas 

Para o alinhamento foi utilizado o software Diamond (BUCKFINK et al., 2014). Uma 

anotação não redundante de transcritos de microrganismos foi obtida do Ensembl 

(www.ensembl.org) e indexada pelo Diamond. Posteriormente o Diamond foi utilizado para 

mapear os reads (BlastX) utilizando a anotação indexada. 

Uma vez que todas as amostras foram mapeadas no software Diamond, os arquivos 

resultantes foram introduzidos no software de análises metagenômicas MEGAN, versão 6 

(HUSON et al., 2011). No software MEGAN foi feita a identificação taxonômica das 

bactérias encontradas em cada amostra. 

 

http://www.ensembl.org/
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3.4.5 Análise dos dados  

Na avaliação dos resultados obtidos a partir do sequenciamento, os dados foram 

agrupados em 3 grupos: A, B e C. O grupo A é formado pelas amostras de peixe frescos; 

grupo B pelas amostras dos peixes que foram salgados e mantidos refrigerados e o grupo C 

pelas amostras dos peixes que foram salgados em exposição. Na análise estatística foi 

utilizado o teste de Wilcoxon para comparar diferenças médias entre os grupos amostrais para 

Filo, gênero, OTUs e abundâncias. 

 

4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1 Análise por isolamento bacteriano 

A partir da análise dos isolamentos bacterianos pode-se observar uma maior variedade 

de espécies bacterianas no grupo A que é composto por peixes frescos. As amostras desse 

grupo apresentaram crescimento de várias espécies que pertencem ao filo Proteobacteria, a 

família Enterobacteriaceae, entre elas: Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter 

sp, Edwardisella hoshinae, Proteus sp, etc (Tabela 2).  

A família Enterobacteriaceae é um grande grupo de bactérias bastonetes gram 

negativos distribuídos nos mais variados ambientes, algumas espécies que pertencem a essa 

família fazem parte da microbiota intestinal de humanos e animais de sangue quente. São 

patógenos humanos bem comuns e algumas espécies têm grande importância clínica como a 

Klebsiella pneumoniae, o Enterobacter cloacae e a Salmonella spp (NORDMANN et al., 

2011). 

Essas bactérias podem se disseminar rapidamente entre humanos, através de água e 

alimentos contaminados. Fisiologicamente, são capazes de fermentar glicose com produção 

de gás, reduzir nitrato, catalase positivo, oxidase negativa e não formam esporos. As 

enterobactérias são responsáveis por muitas infecções que afetam uma grande variedade de 

hospedeiros (NORDMANN et al., 2014; LITTLE et al., 2012).  
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 Grupo A Grupo B1 Grupo B2 Grupo C1 Grupo C2 Grupo D 

E.coli X      

Klebsiella 

pneumoniae 
X X X X X X 

Enterobacter sp X X X X X  

Proteus sp X      

Edwardsiella 

hoshinae 
X X    

 

Pseudomonas 

aeruginosa 
X     

 

Burkholderia cepacia X      

Enterobacter 

aerogenes 
X X    

 

Providencia rettgeri X      

Providencia 

alcalifaciens 
X     

 

Cedecea davisae  X     

Citrobacter freundii      X 

Raoutella 

ornithinolytica 
X X  X  

 

TABELA 2: Resultados obtidos na análise bacteriológica por cultivo. 

Uma das principais espécies dessa família é a Escherichia coli, que foi observada em 

todas as amostras do grupo A (Tabela 2). Essa espécie não faz parte da microbiota natural de 

peixes, por isso sua identificação é essencial para a avaliação das condições higiênico-

sanitárias do processamento e da qualidade da água do local da pesca (VIEIRA et al.; 

GUZMÁN et al., 2004). 

A presença dessa espécie nos alimentos deve ser avaliada sob dois ângulos: indica 

contaminação microbiana de origem fecal e, portanto condições sanitárias insatisfatórias; e 

outro aspecto a ser considerado é a patogenicidade de diversas linhagens aos seres humanos. 

A pesquisa de Escherichia coli auxilia na detecção do real risco de uma infecção tóxica 

alimentar por meio da água e dos alimentos consumidos (FRANCO & LANDGRAF, 2008). 
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 A partir dos resultados obtidos também foi observado à ausência as espécies E. coli, 

Proteus sp, Pseudomonas aeruginosa, Burkholderia cepacia, Citrobacter freundii nos grupos 

amostrais compostos pelas amostras de peixes salgados (Tabela 2), esse dado mostra que o 

processo de salga teve o efeito bactericida esperado sobre essas espécies, independente da 

condição de armazenamento.  

 Porém, o processo de salga não foi eficiente para impedir a proliferação de Klebsiella 

pneumoniae e Enterobacter sp, que estiveram presente nos grupos compostos por amostras de 

peixes salgados, armazenados em refrigeração e em temperatura ambiente. Essas espécies 

podem ser encontradas em peixes contaminados através da manipulação em condições 

inadequadas de higiene e nos que vivem em ambientes aquáticos contaminados (QUINN et 

al., 2005).  

O grupo composto por amostras de peixes comercializados em feiras apresentou 

proliferação da espécie Klebsiella pneumoniae, demonstrando que mesmo o peixe estando em 

contato com sal por um tempo prolongado não houve efeito bactericida sobre essa espécie, e 

que a mesma conseguiu se proliferar melhor que as outras espécies nas condições oferecidas 

pelo substrato. Este dado também foi observado no grupo C1 e C2 compostos pelas amostras 

salgadas em temperatura ambiente que mimetizam o peixe comercializado em Belém.  

 4.2 Análise por Metagenômica  

Para a análise da diversidade bacteriana dos grupos amostrais estudados foram 

utilizados os seguintes parâmetros: Unidades Taxonômicas Operacionais (OTUs), o Índice de 

diversidade de Shannon, a Abundância relativa de filos e gêneros.  

As Unidades Taxonômicas Operacionais (OTUs) referem-se aos aglomerados de 

organismos, agrupados por similaridade de sequência de DNA de um gene marcador 

taxonômico específico. As sequências podem ser agrupadas de acordo com a sua similaridade, 

e as unidades taxonômicas operacionais são definidas com base no limite de similaridade 

(geralmente 97% de similaridade). Normalmente, as OTUs são baseadas em sequências de 

RNAr 16S similares (PYLRO, 2014). 

 O gráfico Box Plot desenhado a partir dos dados obtidos sobre o número de  OTUs 

demonstrou uma baixa diversidade taxonômica no grupo C, estatisticamente significativa com 

um p=0.001 (Figura 5). Isso pode estar relacionado com a presença de uma superpopulação de 
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um gênero, provavelmente com ação patogênica, que teve a capacidade de inibir o 

crescimento de outros gêneros bacterianos, diminuindo assim a diversidade desse grupo 

amostral. 

 

FIGURA 5: Número de Unidades Taxonômicas Operacionais (OTUs) demonstrando a diversidade dos grupos 

amostrais. 

 

Outro parâmetro utilizado foi o índice de diversidade de Shannon (H), é um dos 

índices comumente usado para caracterizar a diversidade de espécies em uma comunidade. Os 

índices de diversidade fornecem mais informações sobre a composição da comunidade do que 

a simples riqueza de espécies (ou seja, o número de espécies presentes); eles também 

consideram a abundância relativa de diferentes espécies (MELO,  2008). O valor aumenta 

quanto maior o número de espécies, o valor é zero se houver apenas uma espécie na amostra, 

e será maior quanto maior o número de espécies (PYLRO, 2014). 

 O Índice de diversidade de Shannon demonstrado no gráfico Box Plot evidenciou uma 

baixa diversidade de espécies no grupo C em relação aos outros dois grupos, com diferença 

estatisticamente significativa, p < 0.001 (Figura 6). 

grupoA grupoB grupoC

4
0

6
0

8
0

1
0
0

1
2
0

N
u
m

b
e
r 

o
f 
O

T
U

s

P = 0.001



35 
 

FIGURA 6: Índice de diversidade de Shannon demonstrando a diversidade dos grupos 

amostrais.  

 

Os dados obtidos pelo software MEGAN forneceram a organização taxonômica da 

microbiota presente nas amostras. Os resultados mostraram que as amostras de peixes frescos 

(grupo A) possuem uma maior variabilidade de filos quando comparadas aos outros grupos 

amostrais, apresentando uma abundância relativa do filo Proteobacteria, como observado no 

isolamento bacteriano realizado a partir das amostras, e também do filo Bacteroidetes.  

Porém, a abundância do filo Bacteroidetes foi diminuída após o processo de salga, 

sendo que no grupo C, onde as amostras foram salgadas e mantidas em temperatura ambiente, 

a presença desse filo foi quase nula. Quanto ao filo Proteobacteria, o processo de salga sob 

refrigeração não influenciou nesse grupo bacteriano, todavia no processamento salga em 

temperatura ambiente essa população foi reduzida significativamente (Figura 7). Esses dados 

mostram que a salga, principalmente realizada em temperatura ambiente, teve o resultado 

esperado sobre as espécies desses filos, como as enterobactérias.  
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A diminuição da presença do filo Proteobacteria observada na análise metagenômica 

está de acordo com os resultados apresentados a partir do isolamento bacteriano, onde 

também foi demonstrada a eliminação, por meio do processo de salga, de espécies deste filo 

que estavam presentes no peixe fresco. 

 

FIGURA 7: Abundância relativa dos principais filos presentes nos grupos amostrais. 

Nas amostras de peixes salgados (grupo B e C) ocorreu um aumento da presença do 

filo Firmicutes quando comparadas ao grupo de peixes frescos (grupo A). Porém, no grupo de 

peixes salgados em exposição (grupo C) a presença do filo Firmicutes foi relativamente mais 

abundante (Figura 7). O filo Firmicutes é formado pelas classes Bacilli, Clostridia e 

Molicutes, entre os gêneros mais conhecidos estão Bacillus, Enterococcus, Streptococcus, 

Staphylococcus, Listeria, Lactobacillus, Clostridium e Mycoplasma (MORAES et al., 2014). 

Esse aumento da abundância do filo Firmicutes no grupo C se deve ao aumento da 

abundância relativa do gênero Staphylococcus, um importante representante desse filo, nas 

amostras salgadas em exposição. Além disso, a diminuição da presença do filo Proteobacteria, 

além de estar relacionada com o efeito bactericida do processo de salga sobre as espécies, 

também está ligado à proliferação de uma superpopulação de Staphylococcus que conseguiu 

proliferar mais nas condições oferecidas e inibir o crescimento de outras espécies. A 

competição entre as espécies presente nesse alimento faz com que uma espécie se multiplique 
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de forma mais eficaz, levando em contas as condições do mesmo e a características da 

espécie, ocasionando a destruição das demais (FREITAS & FIGUEIREDO, 2000).  

Em relação à abundância relativa dos principais gêneros presentes nos grupos 

amostrais, pode se observar que o grupo A apresentou uma maior variabilidade de gêneros, 

também concordando com os resultados do isolamento bacteriano, enquanto que nos outros 

grupos pode-se observar a predominância do gênero Sthaphylococcus, principalmente no 

grupo amostral C (Figura 8).  

 

FIGURA 8: Abundância relativa dos principais gêneros presentes nos grupos amostrais. 

A predominância do gênero Sthaphylococcus nos grupos B e C  (Figura 8), formados 

pelas amostras de peixes salgados, demonstrou que o processo de salga  não teve o efeito 

bactericida esperado sobre esse gênero e que o quantitativo desse tipo bacteriano aumentou 

independente da condição de armazenamento (refrigerada ou exposição).  Embora a presença 
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do gênero no grupo B tenha sido menor (40,7%) que no grupo C (92%), a refrigeração não 

conseguiu evitar a proliferação, apenas amenizá-la. Cabe ressaltar que a frequência desse 

gênero no grupo A era de apenas 1%. 

A abundante presença desse gênero se deve a capacidade de tolerância a concentrações 

de sal (NaCl), as bactérias deste gênero são tolerantes a concentrações de 10 a 20% de NaCl, 

mesmo que o processo de salga contenha aditivos como o nitrato, essa capacidade torna os 

alimentos salgados veículos potenciais para as mesmas (FRANCO & LANDGRAF, 2008). 

O grupo C, formado pelas amostras que ficaram em exposição durante o processo, 

teve uma abundância muito superior (92%) do gênero Sthaphylococcus quando comparado ao 

grupo B (40,7%) (Figura 8). A maior contaminação nas amostras que ficaram em exposição 

está relacionada com o fato de que as bactérias desse gênero possuem uma temperatura ótima 

de multiplicação de 30 a 37ºC (GATTI-JÚNIOR, 2011).   

As bactérias desse gênero, principalmente Staphylococcus aureus, tornam-se bom 

competidores em ambientes com concentrações salinas acima do encontrado na matéria-

prima, pois a diminuição da capacidade de crescimento de outras bactérias faz com que haja 

maior oferta de nutrientes para o seu crescimento no substrato (SENIGALIA, 1999). Essa 

característica aliada à temperatura de exposição ocasionou uma alta proliferação desse gênero, 

resultando na abundância dele no grupo C. 

A partir da análise das amostras do grupo C, comparando região profunda com a 

superficial, foi possível observar a abundância do gênero Staphylococcus em todas as 

amostras independente da região, demostrando uma uniformidade na composição 

bacteriológica desse grupo amostral (Figura 9). É importante ressaltar que nesse trabalho as 

amostras do grupo C mimetizam o Pirarucu consumido pela população, e esse resultado 

mostra que a limpeza superficial ou a lavagem do peixe que vai ser consumido não vai 

impedir que o consumidor ingira as espécies desse gênero.  
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FIGURA 9: Abundância relativa dos principais gêneros presentes no grupo 3, comparando o corte profundo e 

superficial.  

 

O gênero Staphylococcus é responsável por aproximadamente 45% das toxinfecções 

no mundo, cuja contaminação pode ocorrer durante os estágios de produção ou estocagem do 

alimento, por cepas de origem ambiental ou humana. Em condições favoráveis, como 

aquecimento ou refrigeração com temperatura inadequada, este microrganismo cresce e pode 

produzir toxinas, que podem ser controladas desde que se observem as boas práticas sanitárias 

de higiene nos estágios de obtenção, produção, estocagem e manuseio de alimentos 

(FRANCO & LANDGRAF, 2008; CUNHA-NETO et al., 2002). 
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Entre as espécies desse gênero, o Staphylococcus aureus é um dos agentes patogênicos 

mais envolvidos em surtos e casos esporádicos de intoxicação estafilocócica (CÂMARA, 

2001). Essa espécie pode estar presente na poeira, no esgoto, na água, nos alimentos ou 

equipamentos de processamento de alimentos e nas superfícies expostas aos ambientes, porém 

os humanos e animais são os principais reservatórios. Alimentos que precisam de muita 

manipulação em seu processamento e preparo, e que permanecem por um tempo prolongado 

em temperatura ambiente são considerados de alto risco para esse tipo de intoxicação 

(FORSYTHE, 2013; AYULO et al., 1994). 

As bactérias do gênero Staphylococcus são anaeróbias facultativas, tem a capacidade 

de fazer a redução bioquímica dos nitratos levando à formação de nitritos, e passam a usar 

essa via de redução para a produção de energia. Esta redução é facilmente realizada por 

enzimas bacterianas (nitrato redutase) de espécies contaminantes em alimentos, como também 

pode ser realizada na cavidade oral por bactérias da microbiota local (NASCIMENTO et al., 

2008; BOTHE et al., 2007).  

As N-nitrosaminas, resultantes da união de produtos da via de redução do Nitrato e de 

aminas secundárias presentes na região do estômago, apresentam atividade carcinogênica, 

mutagênica, teratogênica e embriopática (JIN et al., 2012; ZARRINGHALAMI et al., 2009). 

Os compostos nitrosos, como as nitrosaminas, são agentes alcalinos capazes de reagir com o 

DNA dos tecidos alvos para alterar suas bases e pode, portanto, iniciar a carcinogênese 

(CROSS & SINHA, 2004). O composto nitrosodimetalamina possui a capacidade de 

transferir um grupo metila para um nitrogênio ou oxigênio de uma base de DNA, alterando, 

dessa maneira o código de instruções para a síntese de proteínas na célula (BAIRD, 2002).  

Estudos toxicológicos são desenvolvidos desde 1956, quando Magee e Barnes 

relataram pela primeira vez a indução de tumores hepáticos em ratos alimentados com ração 

contendo nitrosodimetilamina (NDMA). Em seres humanos, estudos relatam que as N-

nitrosaminas também podem levar ao aparecimento de câncer de estômago, isso também se 

deve pela formação desse componente ocorrer especificamente no estômago proporcionando 

um maior contato das células locais com esse agente carcinógeno (BETTA et al, 2016; 

BAIRD & CANN, 2011; MAYNE et al., 2001).  

A via de redução do nitrato à nitrito leva a formação de compostos nitrosos no 

estômago que ao se combinar com as altas concentrações de radicais livres diminuem a 
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proteção gástrica, lesionando as células da mucosa do estômago e consequentemente 

favorecendo o aumento dos casos deste tipo de câncer (GARÓFOLO et al., 2004). Quando a 

parede do estômago se encontra lesionada, o mesmo tende a ficar mais vulnerável a atuação 

de substâncias carcinogênicas de origem química (RESENDE, 2006). 

De Assumpção et al. (2016) demonstrou a partir da quantificação de nitrito que o 

Pirarucu salgado comercializado nas feiras de Belém tem maior concentração de nitritos em 

relação ao peixe fresco, e que a lavagem tradicionalmente realizada antes do consumo não 

proporciona uma diminuição significativa dos níveis de nitritos. Esse dado mostra que esse 

tipo de alimento, também objeto do presente estudo,  bastante consumido pela população local 

é uma grande fonte de nitritos que quando reduzidos levará a formação de compostos N-

nitrosos carcinogênicos.  

O grupo C desse estudo, composto pelas amostras salgadas em exposição e 

armazenadas em temperatura ambiente, mimetiza as amostras comercializadas em feiras, e 

teve uma alta abundância do gênero Staphylococcus, compostos por bactérias que podem ter 

um papel essencial nesse processo de redução levando a produção de nitritos. A grande 

quantidade de nitritos no pirarucu comercializado em feiras já demonstrada em outros 

trabalhos estaria diretamente relacionada com a contaminação desses peixes por bactérias 

redutoras de nitrato, como observado no presente estudo. 

A partir da avaliação do Índice de diversidade de Shannon nos grupos amostrais, 

comparando corte profundo e corte superficial, no grupo C foi observada uma baixa 

diversidade na análise do corte superficial, com um p = 0,03, demonstrando a predominância 

de um gênero na superfície dessas amostras (Figura 10). 
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FIGURA 10: Índice de diversidade de Shannon demonstrando a diversidade dos grupos amostrais, comparando 

região superficial com região profunda. 

 

 

 Na análise da abundância relativa nos grupos, comparando região profunda e 

superficial, B e C foram observados resultados parecidos com abundância do gênero 

Staphylococcus nas duas regiões. Quantos aos outros gêneros encontrados nesses grupos 

também não foi visto uma grande diferença entre a comparação das regiões (Figura 11). 

Supeficie Profundo

2
.2

2
.4

2
.6

2
.8

3
.0

3
.2

Grupo A
S

h
a

n
n
o

n
 d

iv
e
rs

ity

P = 0.4

Supeficie Profundo

2
.6

2
.7

2
.8

2
.9

3
.0

3
.1

3
.2

Grupo B

S
h

a
n

n
o

n
 d

iv
e
rs

ity

P = 0.7

Supeficie Profundo

1
.0

1
.2

1
.4

1
.6

1
.8

2
.0

2
.2

Grupo C

S
h

a
n

n
o

n
 d

iv
e
rs

ity

P = 0.03



43 
 

 

FIGURA 11: Abundância relativa dos principais gêneros presentes nos grupos amostrais. 

 

 A partir desses dados que comparam região profunda com a região superficial, foi 

possível observar uma uniformidade na composição bacteriológica entre as regiões nos grupos 

B e C, mostrando que a contaminação pelo gênero Staphylococcus também ocorreu a nível 

profundo nas amostras e não só superficialmente, que seria considerado a área mais fácil para 

ocorrer a contaminação, a partir de manuseio, contato com superfícies contaminadas e etc. 



44 
 

Este dado reforça que a limpeza superficial ou a lavagem do peixe antes de ser consumido não 

é capaz de impedir  que o consumidor entre em contato com espécies patogênicas desse 

gênero. 

 No grupo A foi observado uma diferença na composição bacteriana entre a região 

superficial e a profunda. Na região superficial observou-se uma abundância relativa do gênero 

Chryseobacterium e na região profunda o gênero mais abundante foi Pseudomonas. A 

abundância de Pseudomonas se deve ao fato desse gênero possuir espécies que fazem parte da 

microbiota natural do peixe, e que também agem como decompositoras aumentando sua  

proliferação logo após a morte. A ação dessas bactérias altera a composição do peixe e 

produzem aroma desagradável característico do processo de deterioração (ARAUJO et al., 

2010),  

 O gênero Acinetobacter, que também está envolvido na deterioração do pescado, foi 

observado no grupo A na região superficial e no grupo B nas duas regiões, demonstrando que 

o processamento em refrigeração não impediu que bactérias decompositoras proliferassem. 

Enquanto que no grupo C não foi observado a proliferação dessas bactérias, reafirmando o 

potencial do processo de salga em temperatura ambiente na conservação do peixe, ou seja, a 

salga tradicional consegue retardar o processo de decomposição e conservar  o peixe por um 

tempo prolongado sem que o mesmo estrague.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



45 
 

5 CONCLUSÃO 

O efeito bactericida do processo de salga conseguiu inibir a proliferação de 

enterobactérias diminuindo as chances de ocorrência de infecções gastrointestinais 

ocasionadas por essas espécies bacterianas após o consumo desse alimento, e também inibiu  

bactérias decompositoras retardando a deterioração do pescado, porém não foi suficiente para 

manter a qualidade adequada do pescado, pois como demonstrado nesse estudo a salga não 

conseguiu evitar a proliferação do gênero Staphylococcus que possui espécies que podem ser 

patogênicas, causando toxinfecções, e  que também tem a capacidade de reduzir nitratos a 

nitritos, levando a produção de agentes carcinógenos, como o ácido nitroso e nitrosaminas, 

que estão diretamente relacionados com o processo de carcinogênese gástrica.  

No que concerne a estratégia de refrigeração durante o processo de salga, este 

apresentou o benefício de reduzir a presença do filo Firmicutes que contém bactérias, como as 

do gênero Staphylococcus, que são atuantes na via de redução de nitrato, tendo por hipotética 

consequência, a diminuição de riscos de mutação e de efeitos relacionados às etapas iniciais 

da carcinogênese. 

Por fim, evidenciamos que a constituição bacteriana do pirarucu salgado de maneira 

tradicional, disponibilizado comercialmente, embora tenha redução de agentes causadores de 

quadros gastrointestinais, podem trazer uma carga bacteriana responsável pela origem de 

elementos notoriamente carcinogênicos. Deste modo, o processamento, a conservação e 

comercialização deste alimento devem ser realizados em  condições higiênicas  satisfatórias, e 

o seu consumo deve ser feito com cautela, visando reduzir os malefícios ao consumidor, como 

problemas de ordem neoplásica a médio ou longo prazo. 
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