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“Todas as vitdrias ocultam uma abdicag&o.”

(Simone de Beauvaoir)



RESUMO

O pescado é um dos alimentos mais pereciveis e por isso a investigacdo de novas fontes
naturais de compostos antioxidantes estdo sendo buscadas. Analisou-se a atividade
antioxidante de polissacarideos sulfatados (PSs) da rodoficea Hynea musciformis aplicados na
carne mecanicamente separada (CMS) de til&pia (Oreochromis niloticus). Os PSs extraidos
com agua a 80°C (1,5%; m/v) foram quantificados para acucares totais, sulfato e proteinas. A
polidispersdo dos PSs foi avaliada por eletroforese em gel de agarose. A CMS recebeu
concentracdes diferentes de PSs (0; 0,01; 0,02 ou 0,03g/100g de CMS) ou hidroxitolueno
butilado (HTB: 0,01g/100 g de CMS) e foi estocada (-18°C) por 180 dias. A composicao
qguimica da CMS (inicial e final) foi determinada pelos teores de: umidades, cinzas, lipidios,
proteinas e carboidratos. Para avaliar a atividade antioxidante e a qualidade do produto foram
realizadas mensalmente analises de pH, bases volateis totais (BVT), oxidacdo lipidica e
contagem total de bactérias psicrotroficas. As amostras foram enviadas a um laboratério
especializado para serem analisadas de acordo com as bactérias presentes na legislacdo. Os
PSs liofilizados (20,00+£13,25%) exibiram 58,77 e 21,54% de acUcares totais e sulfato,
respectivamente, e ausentes de proteinas. A eletroforese revelou no gel polidispersdo dos PSs
extraidos. Os PSs ndo afetaram na qualidade nutricional da CMS. Além disso, adi¢do de 0,02¢
de PSs/100g de CMS reduziu a umidade em 6%. Durante o armazenamento foi observado
pequena elevacao do pH a partir 30° dia de estocagem para 0s tratamentos, exceto 0s controle
e o0 adicionado de 0,02g de PSs/100g de CMS. Ao final da estocagem foi possivel observar
que os valores de BVT obtidos nos tratamentos adicionados de PSs foram significativamente
menores quando comparados aos tratamentos controle e controle positivo (HTB). Da mesma
forma, a adicdo dos PSs na concentracdo de 0,029/100g de CMS foi mais eficiente em inibir
ou retardar a oxidacdo lipidica que os outros tratamentos, inclusive quando comparado ao
tratamento com antioxidante utilizado na industria. Os tratamentos adicionados de PSs nas
concentracdes de 0,01 e 0,029/100g da CMS apresentaram a menor diferenca entre a
contagem de bactérias psicrotréficas ao inicio e ao final da estocagem. Todos os tratamentos
se mostraram dentro do limite estabelecido pela legislacdo para Salmonella sp., coliformes a
45°C e estafilococos coagulase positiva. Portanto, podemos concluir que a adigdo dos PSs na
CMS de tilapia mostrou comportamento antioxidante, havendo uma concentragdo 6tima de

0,029/100g de CMS, seguida pela concentracao de 0,019/100g do produto.

Palavras-chave: Antioxidante. Carne Mecanicamente Separada. Armazenamento.



ABSTRACT

Fish is one of the most perishable foods and so research into new natural sources of
antioxidant compounds is being sought. The antioxidant activity of sulfated polysaccharides
(SPs) of H. musciformis applied to the mechanically separated meat (MSM) of tilapia
(Oreochromis niloticus) was analyzed. SPs extracted with water at 80 °C (1.5%; m/v) were
quantified for total sugars, sulfate and proteins. The polydispersity of SPs was evaluated by
agarose gel electrophoresis. MSM received different concentrations of SPs (0, 0.01, 0.02 or
0.03g/100g CMS) or butylated hydroxytoluene (BHT: 0.01g/100g CMS) and was stocked (-
18 °C) for 180 days. The centesimal composition of MSM (initial and final) was determined
by moisture, ash, lipid, protein and carbohydrate contents. To evaluate the antioxidant activity
and product quality, pH, total volatile bases (TVB), lipid oxidation and the growth of
psychrotrophic bacteria were monthly analyzed. The samples were sent to a laboratory for
analysis according to the bacteria present in the legislation. Lyophilized SPs (20.00+13.25%)
exhibited 58.77 and 21.54% total sugars and sulfate, respectively, and were absent from
proteins. The electrophoresis revealed in the gel polydispersion of the extracted SPs. SPs did
not affect the nutritional quality of MSM. Besides that, addition of 0.02g of SPs/100g of
MSM reduced the moisture by 6%. During storage, small increases in pH were observed from
the 30th day of storage for the treatments, except for the control and the addition of 0.02g of
SPs/100g of MSM. At the end of the storage it was possible to observe that the TVB values
obtained in the added treatments of SPs were significantly lower when compared to the
control and positive control treatments (BHT). Likewise, the addition of SPs in the
concentration of 0.029/100g MSM was more efficient in inhibiting or retarding lipid oxidation
than the other treatments, even when compared to the antioxidant treatment used in the
industry. The treatments of SPs at concentrations of 0.01 and 0.02¢g/100g of MSM showed the
smallest difference between the count of psychrotrophic bacteria at the beginning and at the
end of storage. All treatments were within the limit established by the legislation for
Salmonella sp., Coliforms at 45°C and coagulase positive staphylococci. Therefore, we can
conclude that the addition of SP in tilapia MSM showed an antioxidant behavior, with an
optimum concentration of 0.02g9/100g MSM, followed by the concentration of 0.01g / 100g of
the product.

Keywords: Antioxidant. Mechanically Separated Meat. Storage.
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1 INTRODUCAO

O Brasil possui aproximadamente de 12% de toda a agua doce do planeta, 8.500
km de costa litoranea e condi¢cdes ambientais favoraveis para desapontar como um dos
maiores produtores de pescado no mundo (BRASIL, 2014). A tilapia destaca-se com uma das
maiores espécies cultivadas no territério nacional, responsavel por 35,86% da producéo total,
com mais de 283 mil toneladas no ano de 2017 (IBGE, 2017). O Brasil apresenta relatos de
cultivo de tilapias desde a década de 1950 com a Tilapia rendalli e o primeiro registro da
tildpia do Nilo foi no ano de 1971, em que alguns exemplares vindos da Costa do Marfim
foram introduzidos no estado do Ceara (CASTAGNOLLI, 1992).

Actilapia do Nilo (Oreochromis niloticus), dentre as espécies de peixes cultivadas
no Brasil, vem se destacando em virtude de suas caracteristicas zootécnicas e de
processamento, por ja possuir uma tecnologia de cultivo dominada e, além disso, um grande
potencial de expansdao em médio/curto prazo (SARY et al., 2009; KIRSCHNIK; MACEDO-
VIEGAS, 2009). A producdo desta espécie teve um aumento de 223% entre 2005 e 2015,
crescimento esse resultante da modernizacdo e da intensificacdo da producdo tanto em
tanques-rede, como em viveiros escavados. A regulamentacdo do uso das aguas publicas para
criagdo de peixes de forma intensiva em tanques-rede impulsionou o cultivo, o que tornou a
tilapia nilética responsavel por 90% das solicitacBes de areas aquicolas no pais (BRASIL,
2017).

A grande expansao da producdo de tilapia no Brasil se deve as amplas pesquisas
que sao realizadas em relacdo a espécie, uma vez que isso oferece maior suporte ao
desenvolvimento das diferentes técnicas de manejo e producdo. Além do mais, a tilapia
nilotica apresenta varias caracteristicas de interesse comercial, como a rusticidade, alta taxa
de crescimento (CASTAGNOLLI, 1992), boa conversdo alimentar, facil reproducdo em
cativeiro (AYROZA et al., 2006), boa adaptacdo a producdo em tanques-rede, viveiro
escavados, raceways e tanques circulares (MEURER et al., 2002), aceitacdo de alimento
artificial desde o estagio larval (ZIMMERMANN; FITZSIMMONS, 2004), aceitacdo do
mercado consumidor (EL-SAYED, 2006) e habito alimentar onivoro, possuindo adaptagdes
morfoldgicas e fisiologicas que permitem utilizar eficientemente os carboidratos como fonte
de energia (TENGJAROENKUL et al., 2000), promovendo a reducdo nos custos com a
alimentacdo pela possibilidade de incluséo de ingredientes de origem vegetal (PEZZATO et
al., 2002).

O pescado é um dos alimentos mais pereciveis e, devido a isso, precisa de
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cuidados adequados que devem ser tomados desde 0 momento que o pescado é capturado até
que chegue ao consumidor final (VIEIRA, 2004). O pescado € um alimento tdo susceptivel a
deterioracdo devido a sua composi¢cdo quimica e o seu pH proximo a neutralidade, o que
acaba favorecendo o crescimento bacteriano. A qualidade do pescado envolve sua
composicdo intrinseca, fatores extrinsecos, nivel de deterioracdo e suas caracteristicas
sensoriais (MOURA et al., 2018). Esse produto sofre alteraces bioquimicas, fisicas, quimicas
e microbioldgicas logo apds 0 momento da captura. Essa série de alteracfes se inicia pela
acao autolitica de enzimas musculares que hidrolisam proteinas e gorduras. Em seguida, a
acdo dos microrganismos (microbiota do pescado) provocaré alteragcdes quimicas, devido a
producdo de bases nitrogenadas volateis, e fisicas, vindo o estagio final a ser sua completa
deterioracdo (HUSS, 1995). Com isso, logo apo6s a captura, o pescado deve ser resfriado
imediatamente. O congelamento seria a forma de conservacdo mais adequada, porém na falta
de condicbes para essa operacdo, o acondicionamento em gelo é de suma importancia
(VIEIRA, 2004).

A carne mecanicamente separada (CMS) de pescado € a polpa de peixe separada
de pele e 0ssos em maquina dessossadora (KEAY, 1979; CAC, 2003). O Codex Alimentarius
define a CMS como um produto obtido a partir de uma Unica espécie, ou mistura de espécies
de peixes com caracteristicas sensoriais semelhantes, através de processo mecanizado da parte
comestivel, gerando particulas de musculo esquelético isentas de visceras, escamas, 0SS0S €
pele (FAO/WHO, 1994). A granulometria da CMS €é de 2 a 4 milimetros (NEIVA;
GONCALVES, 2011). Sao utilizados varios termos diferentes para definir a CMS, como
minced fish, polpa de pescado, cominutado ou cominuido de pescado, carne de pescado
dessossado, entre outros. Entretanto, o termo mais adequado seria minced fish, para que nédo
haja confusdo entre a carne mecanicamente separada e uma carne de pescado que tenha sido
apenas moida (NEIVA, 2006).

A principal fonte de tilapia-do-Nilo para o comércio é a aquicultura. Em cativeiro,
e a depender do sistema, o crescimento dos animais pode ocorrer de forma heterogénea, de
forma que, no momento da despesca, podem-se encontrar organismos abaixo do peso de
comercializacdo. Dessa forma, a producdo de CMS utilizando esses animais que ndo
chegaram ao peso de comercializagdo, variando entre 50 e 200 g, pode representar uma
alternativa viavel tecnologicamente para esta situacdo, que pode ser problematica para o
produtor. Além disso, é também uma boa opgdo para industria, uma vez que a CMS pode ser
transformada em outros produtos (KIRSCHNIK e MACEDO-VIEGAS, 2009), com alto valor

nutricional, ja que os derivados obtidos a base de CMS sédo considerados alimentos de facil
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digestdo, altamente proteicos e de baixo valor calorico, 6tima fonte de vitamina e minerais,
especialmente célcio, comparado as demais fontes proteicas disponiveis no mercado
(SIMOES et al., 2004). A exemplo, de outros setores, avicola e bovino, a tendéncia de
aproveitamento integral do pescado faz com que esse possa ser inteiramente explorado, o que
gera novos produtos mais acessiveis ao consumidor (SCORVO-FILHO, 2004).

A CMS pode gerar uma variada linha de produtos, como: surimi, Kamaboko,
fishburguer, salsichas, empanados e enlatados, tirinhas de peixe, nuggets, embutidos, etc
(FAO/WHO, 1994; MARCHI, 1997; SIDDAIAH et al., 2001), pois é possivel controlar e
modificar suas caracteristicas, como suculéncia, textura, sabor, aroma e estabilidade,
dependendo do produto final desejado e da espécie de pescado utilizada (OLIVEIRA FILHO
et al., 2010). No entanto, a CMS é mais vulneravel devido ao processo de separacgéo feito pela
maquina gerar maior superficie de contato no produto e o contato da carne com sangue,
visceras, etc. Com isso, a CMS pode sofrer alteraces fisicas, quimicas e microbioldgicas em
um curto espaco de tempo. O desenvolvimento de novas formulagdes que visem melhorar a
qualidade tecnoldgica da CMS torna-se necessaria e pode ser alcancada por meio do uso de
aditivos como conservantes (OETTERER, 2002).

O rendimento do filé da tilapia do Nilo é de aproximadamente 30%, e com isso,
gera uma grande quantidade de residuos que podem ser aproveitados, tanto para a producéao
de farinha de peixe e afins, como podem ser aproveitados pelo processo de extracdo de CMS,
por meio da utilizacdo de maquinas que separam carne e espinha. Essa extracdo do residuo da
carne que fica junto aos 0ssos é realizada com o auxilio de maquinas separadoras de carne e
0SS0s e isso pode aumentar o rendimento de carne entre 10 e 20% no processamento (NEIVA;
GONGCALVES, 2011). Geralmente, os residuos da producdo de tilapia sdo destinados a
producdo de farinha de peixe, que € utilizada na alimentacdo animal, ou sdo descartados na
rede publica, o que gera problemas ambientais e perdas econdmicas (FERRAZ DE
ARRUDA, 2004). Devido a possibilidade de maior recuperacao da carne, a producdo de CMS
pode representar uma alternativa tecnoldgica, sendo uma boa opgdo para a industria de
processamento. No entanto, esse processo de separacdo mecénica gera uma superficie maior
de contato com o produto, o0 que o torna mais vulneravel a contaminantes, podendo sofrer em
curto espago de tempo alteracbes de natureza fisica, quimica e/ou microbiologica
(OETTERER, 2002).

Apenas a estocagem sob congelamento ndo interrompe completamente todas as
possiveis alteracdes na qualidade da CMS. As reacfes que induzem as alteragdes oxidativas e

a desnaturagdo proteica continuam a ocorrerem, mesmo em baixas temperaturas (KURADE;
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BARRANOWSKI, 1987; KUHN; SOARES, 2002). A incorporacdo de antioxidantes e de
crioproterores nas CMS de pescado pode melhorar a estabilidade durante o congelamento
(ANESE; GORMLEY, 1996; TENUTA-FILHO; JESUS, 2003). A industria de
beneficiamento tem utilizado compostos sintéticos como o hidroxianisol butilado (HAB) e o
hidroxitolueno butilado (HTB) como agentes antioxidantes na CMS de pescado. Porém, é
conhecido que essas substancias podem ocasionar alteracdes enzimaéticas e lipidicas em
animais e potencialmente efeitos carcinogénicos (ROCHA et al., 2007). Outras substancias,
incluindo o acido ascorbico, eritorbato de sodio, polifosfatos, acido citrico e sorbitol, entre
outras, tém sido avaliadas para controlar a oxidacdo lipidica e aumentar a estabilidade
proteica da CMS durante o congelamento (RODRIGUEZ; BELLO, 1987; CASTRO et al.,
1997; ABDEL-AAL, 2001; HERRERA; MACKIE, 2004).

As algas marinhas comp&em um grupo diversificado de organismos autotroficos,
de significado ecoldgico e de utilizagcdo pelo homem ha séculos. S&o classificadas de acordo,
por exemplo, com a sua estrutura fisica, funcdo e ciclo reprodutivo, cujos organismos
dividem-se nos filos Chlorophyta (algas verdes), Phaeophyta (algas pardas) e Rhodophyta
(algas vermelhas) (VIDOTTI; ROLLEMBERG, 2004).

As algas, por realizarem fotossintese, estdo sujeitas a uma combinagdo de fatores
como altas concentragcOes de oxigénio e luz intensa, que levam a formacao de radicais livres e
outros agentes oxidantes, e por isso, raramente sofrem algum dano oxidativo grave in vivo
(AHN et al., 2004). Mesmo com o teor de &cidos graxos poli-insatarados, as algas marinhas
demonstram estabilidade frente a oxidacdo durante seu armazenamento (RAYMUNDO,;
HORTA,; FETT, 2004). Por esse motivo, a partir desses seres pode se constituir uma fonte de
antioxidantes naturais, tanto para a industria alimenticia como para a farmacéutica
(MATSUKAWA et al., 1997). Dessa forma, os polissacarideos sulfatados de algas marinhas
surgem como uma nova fonte com grande potencial em aditivos naturais (antioxidantes,
emulsificantes e gelificantes) a ser investigada.

A partir de coletas realizadas em bancos naturais, iniciou-se a utilizacao das algas
marinhas para fins alimenticios e extracdo de ficocol6ides, como carragenanas, agaranas e
alginatos, polissacarideos de importancia comercial. Com isso, ha um crescente interesse no
cultivo de algas para buscar minimizar a dependéncia de bancos naturais (OLIVEIRA;
ALVEAL; ANDERSON, 2000).

Os polissacarideos sulfatados (PSs) sdo uma classe de macromoléculas
conhecidas por apresentarem carater polianiénico, estruturalmente complexas e heterogéneas,

formadas por unidades repetitivas de acucares e carregadas negativamente devido a presenca
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de grupos sulfatados (SO*) ou da carboxila de &cidos urdnicos, sendo encontrados
principalmente nas algas marinhas (JIAO et al. 2011) e no reino animal (MEDEIROS et al.
2000). Os polissacarideos sulfatados de algas marinhas, em especial, estdo localizados em sua
parede celular formando uma matriz gelatinosa que parece estar relacionada a protecédo contra
desidratacdo em periodos de maré baixa, além de oferecer uma maior flexibilidade a alga,
permitindo que esta permaneca estendida e assim capture luz e nutrientes de uma maneira
mais eficaz, favorecendo a sobrevivéncia desses seres no ambiente marinho (PERCIVAL,
MCDOWELL, 1967). Tais polimeros, ainda, exercem propriedades diversas, entre elas, a
capacidade antioxidante, que foi descrita pela primeira vez por Xue et al. (1998).
Posteriormente, Li et al. (2008) relataram a capacidade desses compostos na prevencgdo da
oxidacdo lipidica, no sequestro de radicais de espécies reativas e até na quelacdo de ions
metalicos. Os antioxidantes podem ser definidos como substancias que, mesmo presente em
baixas concentracfes em relacdo ao substrato oxidante, conseguem atrasar ou inibir as taxas
de oxidacéo (SIES; STHAL, 1995).

As carragenanas representam uma familia de polissacarideos sulfatados
(galactanas sulfatadas) de grande aplicacdo industrial. Sofrem diversas variacGes originadas
de substituicBes das hidroxilas livres, cuja estrutura é formada por unidades dissacaridicas
repetitivas de cadeias alternadas de unidades 1—3 ligadaa -D-galactopiranose ¢ 1—4 ligada
a a-D-galactopiranose, sendo divididos em seis formas basicas, a saber: Iota (1)-, Kappa (k)-,
Lambda (X)-, Mu (1)- Nu (v)- ¢ Theta (0)-carragenanas, cujas trés primeiras, que diferem
entre si pelo nimero, localizacdo do radical sulfato na estrutura quimica e pela presenca da
ligagdo 3,6 anidrogalactose (FIGURA 1), sdo consideradas os principais co-polimeros de
interesse comercial e para pesquisas cientificas. Tal classificacdo quimica torna-se relevante
comercialmente e para a distincao das fontes das diferentes espécies de rodoficeas produtoras
(CAMPO et al., 2009).
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Figura 1 — Estrutura quimica das trés principais formas de carragenana.
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Fonte: PATEL (2014).

A alga marinha vermelha Hypnea musciformis (Wulfen) J.V. Lamouroux, a qual é
amplamente encontrada no litoral brasileiro, possui a k-carragenana como principal
polissacarideo de parede celular, além de utilizado na industria alimenticia como agente
espessante e geleificante (CAMPO et al., 2009). Estudo anterior demonstrou a capacidade
desse polissacarideo de agir como estabilizante em apresuntado elaborado a base de CMS de
tilapia, quando adicionado como ingrediente natural (GUIMARAES, 2017).

Diante do exposto, a investigacdo de novas fontes naturais que possam gerar
compostos que possuam vantagens em relacdo aos aditivos utilizados pela inddstria é de
extrema importancia. Nesse contexto, surgem o0s produtos de origem natural, 0s
polissacarideos sulfatados de algas marinhas, como uma fonte em potencial de novos aditivos
(antioxidantes, emulsificantes e gelificantes), visando aumentar a qualidade dos subprodutos
da inddstria de processamento do pescado. O presente estudo teve como objetivo avaliar o
tempo de prateleira sob congelamento de CMS, elaborada a partir de residuos da filetagem de
tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus), adicionada de polissacarideos sulfatados da rodoficea
H. musciformis como aditivo alternativo, avaliando-se a composic¢do centesimal e alguns

parametros de controle de qualidade do produto.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 Obtencéo da alga marinha

Exemplares de H. musciformis (FIGURA 2) foram obtidos do laboratorio de
Carboidratos e Lectinas, do Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular (UFC),
coordenado pela profa. Dra. Norma Maria Barros Benevides, a partir de um cultivo
experimental, localizado na regido litoranea da Praia cearense de Flecheiras, municipio de
Trairi, CE (039°16°47” W ¢ 03°13°06” S). Apds o transporte em embalagens de polietileno até
0 Laboratério de Processamento do Pescado (LAPROP), do Departamento de Engenharia de
Pesca (UFC), os espécimes foram limpos para a retirada de sal marinho e organismos
incrustantes, além de lavados com &gua destilada, desidratados em temperatura ambiente e

armazenados em recipientes fechados, depois de triturados.

Figura 2 — Alga marinha vermelha Hypnea musciformis.

Fonte: Botany, University of Hawai‘i at Manoa (2001).

2.2 Extracao dos polissacarideos sulfatados

Depois de desidratada e triturada, a alga foi submetida & extragdo aquosa, na
proporgdo de 1,5% (m:v), em banho-maria a 80°C por 4 h, de acordo com a metodologia
descrita por Rodrigues et al. (2011b). Logo apos filtragdo em tecido de nailon 60 um, o

residuo foi descartado, enquanto que os carboidratos presentes no sobrenadante foram
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precipitados com adicéo de alcool de grau comercial (1:3, v:v) por 24 h sob refrigeracdo. O
material precipitado foi reunido e dialisado contra agua destilada e, finalmente, liofilizado

para a obtencao dos polissacarideos sulfatados totais.

2.3 Analises quimicas dos polissacarideos sulfatados

2.3.1 Determinacao do contetdo de carboidratos totais

Os carboidratos totais foram determinados pelo método fenol-4cido sulfurico
(DUBOIS et al., 1956) e monitorados em espectrofotdmetro, ajustado a 490 nm. O acgUcar

simples D-galactose foi utilizado para a obtencdo da curva-padrao.

2.3.2 Determinacéo do contetido de proteinas contaminantes

A possivel presenca de proteinas foi analisada segundo o método de Bradford
(1976), utilizando-se Albumina Sérica Bovina como padrdo, em espectrofotdmetro ajustado a
525 nm.

2.3.3 Determinacdo do conteudo de sulfato livre

O teor de sulfato livre foi determinado ap6s hidrdlise acida (HCI 1 M, 5 horas, 105 °C)
pelo método da gelatina-bario (DODGSON; PRICE, 1962) em espectrofotdmetro a 360 nm.

Como padrao foi empregado o sulfato de sodio.

2.4 Eletroforese em gel de agarose

Os polissacarideos sulfatados foram analisados por eletroforese em gel de agarose
a 0,5% em tampdo 1,3 - acetato diaminopropano 50 mM (pH 9,0). Os polissacarideos
sulfatados foram aplicados no gel e a corrida realizada em voltagem constante (110 V)
durante 60 min. Apds o procedimento, 0s polissacarideos sulfatados presentes no gel foram
fixados com uma solugéo de N-cetil-N,N,N-brometo de trimetilamdnio a 0,1% por 24 horas.
Em seguida, o gel foi corado com azul de toluidina a 0,1% e, finalmente, descorado com uma
solucéo contendo etanol absoluto, &gua destilada e acido acético concentrado (4,95: 4,95: 0,1;

vivvh), como descrito por Dietrich e Dietrich (1976).
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2.5 Adicdo dos polissacarideos sulfatados a CMS de tilapia e avaliacdo dos parametros
de controle de qualidade durante a estocagem sob congelamento

2.5.1 Obtencdo da Carne Mecanicamente Separada (CMS)

Para obtencdo da CMS, foram utilizados residuos da filetagem de tilapia nil6tica
(carcacgas e aparas do toalete do filé), provenientes da industria de processamento deste peixe.
O processo de obtencdo foi realizado na planta de processamento de uma industria, no
municipio de Fortaleza-CE, sob condi¢es higiénicas satisfatorias. Para a recuperacdo da
carne utilizou-se uma maquina despolpadora de pescado. As amostras foram embaladas em
porcdes menores em sacos de polietileno, vedadas e congeladas (-22°C). A CMS foi
transportada em caixas isotérmicas para o Laboratério de Processamento do Pescado do

Departamento de Engenharia de Pesca (UFC) para a realizagdo desta pesquisa.

2.5.2 Tratamento da CMS de tilapia com polissacarideos sulfatados da rodoficea H.

musciformis

As amostras de CMS foram separadas em porgcdes menores e, a seguir,
adicionados os polissacarideos sulfatados, em diferentes concentracdes (0,01; 0,02 e 0,03 g de
PSs/100g de CMS). Um grupo controle foi preparado nas mesmas condicdes, sem adi¢cdo dos
polissacarideos sulfatados da alga. Como grupo controle positivo, adicionado a CMS, foi
utilizado o HTB na concentragao de 0,01/100g, de acordo com a Portaria da Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) de N° 1004, de 11 de dezembro de 1998 (BRASIL, 1998),
sendo as amostras embaladas em sacos de polietileno, vedadas, congeladas e estocadas a
-18°C. As amostras foram divididas em porcdes para cada andlise realizada, em triplicata, e
para os respectivos dias de analise, para garantir a qualidade e a manutengdo da temperatura
da amostra. As anéalises de composi¢do quimica foram realizadas no inicio (0 dias) e no final
(180 dias) de armazenamento. Ja o0s parametros fisico-quimicos e a contagem de
microrganismos psicrotroficos foram realizadas no dia do processamento (0 dia) e aos 30, 60,
90, 120, 150 e 180 dias de armazenamento. Além disso, no inicio da estocagem foram
enviadas amostras para analise microbioldgica em relacdo as bactérias da legislacéo, citada na
Resolucdo RDC 12 n° 12 (BRASIL, 2001), Salmonella sp., estafilococos coagulase positiva e

coliformes a 45°C.
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2.6 Composi¢do quimica da CMS de tilapia do Nilo

2.6.1 Umidade

O teor de umidade foi determinado pelo método gravimétrico, onde as amostras
permaneceram em estufa de secagem na temperatura 1051 °C até peso constante
(PREGNOLATO; PREGNOLATO, 1985). Os resultados foram calculados em base Umida e

expressos em g/100g.
2.6.2 Proteina bruta

A proteina bruta foi quantificada mediante a determinacdo de nitrogénio total pelo
método de Microkjeldhal, utilizando o fator 6,25 para conversdo do valor de nitrogénio em
proteina (JOHNSON; ULRICH, 1974). Os resultados foram calculados em base umida e
expressos em g/100g.
2.6.3 Lipidios totais

O teor de lipidios foi determinado pelo método de Soxhlet, utilizando acetona P.A
como solvente extrator (PREGNOLATO; PREGNOLATO, 1985). Os resultados foram
calculados em base imida e expressos em g/100g.
2.6.4 Cinzas

A fracdo cinza foi determinada por incineracdo da matéria organica, em forno
mufla a 550 °C, até o peso constante (PREGNOLATO; PREGNOLATO, 1985). Os resultados
foram calculados em base imida e expressos em g/100g.
2.7 Avaliagdo dos parametros fisico-quimicos

2.7.1 Potencial hidrogenionico (pH)

A mensuracao do pH foi realizada através do pHmetro digital, sendo utilizada 5g

de amostra em 50 mL de agua destilada, conforme Pregnolato e Pregnolato (1985).
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2.7.2 Bases nitrogenadas volateis totais (N-BVT)

As andlises de bases nitrogenadas volateis totais (N-BVT) foram efetuadas
segundo Malle e Tao (1987) a partir do método de destilagio com modificagdes. Foram
homogeneizadas 10 g das amostras com 90 mL de &cido tricloroacético para precipitagdo do
nitrogénio total. O filtrado, contendo o nitrogénio volatil, foi alcalinizado a vapor, sendo
recebido em solucdo de &cido bdrico e titulado com solucdo de &cido sulfurico 0,05M,
padronizado na presenca de indicador misto. O célculo do teor de N-BVT foi realizado
através da seguinte formula:

N-BVT (mg/100g) = (14 g/mol x a x b x 300) / 25 mL
onde:
a —ml de H,SO, utilizado na titulacéo;

b — normalidade do acido sulfurico.

2.7.3 Substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS)

O teor de substancias reativas ao acido tiobarbitarico, indicador de peroxidagéo
lipidica, foi avaliado pelo método de extracdo em 4&cido tricloroacético (TCA), conforme
Vyncke (1970), utilizando o Tetrametoxipropano para a obtencdo da equagéo da reta que foi
utilizada no célculo dos valores de TBARS.

Para a extracdo dos aldeidos preparou-se um extrato acido aquoso homogeneizado
com 10 g das amostras e 50 mL de &cido tricloroacético (TCA) diluido em propil galato (PG)
e um agente quelante, o EDTA sddico, com a finalidade de evitar a formac&o err6nea de
malonaldeido ou outras substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBA) durante a mistura e
filtracdo da amostra. Esse extrato filtrado reagiu com a solucdo de TBA sob aquecimento por
15 min, em banho-maria, para a formagdo do complexo colorido, o qual foi medido em
espectrofotdbmetro, no comprimento de onda de 532 nm. Os resultados foram expressos em
valor de TBARS, definido como miligramas (mg) de malonaldeido por quilograma (kg) de

amostra.

2.8 Analise microbioldgica

As andlises das bactérias contempladas pela legislacdo brasileira vigente foi

realizada pela pesquisa de Salmonella sp/25g., quantificacdo de Estafilococos coagulase
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positiva/g e enumeracdo de coliformes a 45 °C/g de acordo com as recomendagdes da
Resolucdo RDC/ANVISA n°12, de 02 de janeiro de 2001 (BRASIL, 2001) no tempo inicial
de estocagem. Essa andlise foi realizada pelo laboratério LABORSAUDE — Servicos de
Analise e Comeércio LTDA. Os microrganismos aerdbios psicrotréficos foram quantificados
pelo método de plaqueamento, utilizando o meio agar para contagem padrdo, sendo as placas
incubadas em estufa BOD por 10 dias (DOWNES; ITO, 2001). e foram avaliados a cada 30
dias durante 180 dias de estocagem. As col6nias foram quantificadas e os resultados expressos
em UFC/g.

2.9 Analise estatistica

Os dados paramétricos foram expressos em médias e comparados por analise de
variancia univariada (ANOVA) entre trés ou mais grupos e teste de t-Student foi utilizado
para comparacao entre dois grupos, considerando o nivel de significancia de 5%. Foi utilizado

o software OriginPro 2018 para a analise dos dados.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Rendimento e composic¢do quimica dos polissacarideos sulfatados

O rendimento dos polissacarideos sulfatados totais da alga marinha vermelha
Hypnea musciformis, obtidos a partir da extracdo com &gua, seguida de dialise e liofilizacéo,
foi de 20,00 £ 13,25%, baseado na matéria-prima desidratada. Contudo, essa quantidade
obtida mostrou-se inferior ao estudo previo de Rodrigues et al. (2011a) que encontraram um
rendimento bruto de polissacarideos sulfatados de 36,80%, empregando-se a mesma condi¢do
de extracdo. Quando 0os mesmos autores compararam também a extracdes refinadas com agua
e digestdo com papaina, observaram-se percentagens de 24,20 e 20,80%, respectivamente.
Segundo a literatura, o rendimento dos polissacarideos sulfatados de algas marinhas varia com
0 protocolo de obtencdo, bem como a espécie utilizada e estacdo do ano (MARINHO-
SORIANO; BOURRET, 2003; AZIZA et al., 2008; SOUZA et al., 2012).

Na analise da composicdo quimica mostrada na Tabela 1, os teores de agucares
totais e sulfato, encontrados nas amostras de polissacarideos sulfatados totais extraidos da

alga marinha H. musciformis, perfizeram 58,77 e 21,54%, respectivamente.

Tabela 1- Rendimento e composicdo quimica dos polissacarideos sulfatados da alga vermelha Hypnea

musciformis.
Rendimento (%) Acucares totais (%0) Conteudo proteico (%) Sulfato livre (%)
20,00 £ 13,25 58,77 - 21,54

Os valores de acUcares totais e sulfato encontrados nesta pesquisa foram
semelhantes aos obtidos de polissacarideos sulfatados do tipo carragenanas comerciais
avaliados por Silva et al. (2010), que apresentaram contetidos variando de 60,26 a 64,50%
para acucares totais e de 17 a 33,38% para sulfato.

Os polissacarideos sulfatados mostraram-se, ainda, isentos de proteinas nas
amostras do polimero examinadas (TABELA 1). Esse resultado diverge do resultado
encontrado no estudo de Rodrigues et al. (2011b) utilizando esta mesma espécie e em
carragenanas comerciais (SILVA et al., 2010), cujas pesquisas revelaram proteinas nas
amostras examinadas. O fato da auséncia de proteinas pelo método colorimétrico de Bradford
(1976) foi importante, tendo em vista que a parede celular das algas contém proteinas
complexadas aos carboidratos de matriz (PERCIVAL; MCDOWELL, 1967), tornando a
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aplicacdo desses polissacarideos desejavel do ponto de vista qualitativo para uso alimenticio
(CAMPO et al., 2009). O emprego de uma temperatura elevada (80°C) para obtencdo em
agua dos polissacarideos sulfatados de H. musciformis poderia ter ocasionado desnaturacédo

proteica.

3.2 Eletroforese em gel de agarose

A eletroforese em gel de agarose teve como proposito caracterizar fisico-
quimicamente o0s polissacarideos sulfatados obtidos da alga marinha vermelha H.
musciformis. O procedimento revelou, no gel, banda Unica polissacaridica polidispersa
(FIGURA 2), de intensidade violacea apds revelacdo com azul de toluidina, cuja caracteristica
¢ comum para polissacarideos sulfatados de algas e corroborando com Rodrigues et al.
(2011a) quem analisaram o padrdo de cargas dos polissacarideos sulfatados de H.

musciformis, empregando-se tal técnica analitica.

Figura 3 - Eletroforese em gel de agarose (0,5%) dos polissacarideos sulfatados totais da alga Hypnea

musciformis. O extrato bruto foi revelado com azul de toluidina 0,1%.

+
A

Fonte: A autora.

3.3 Composicao quimica da CMS de tilapia do Nilo

Os valores referentes a composic¢do quimica da CMS de tilapia, ndo lavada, estdo
mostrados na Tabela 2. Ndo houve diferenca estatisticamente significativa, ao nivel de 5%,
quanto aos niveis de proteinas e lipidios entre o inicio e final da estocagem sob congelamento

da CMS, exceto em carboidratos na aplicacdo de 0,02 g de PSs/100 g de CMS. Além disso,
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observou-se que a adi¢éo de polissacarideos sulfatados da alga (0,02 g de PSs/100 g de CMS)
acresceu cinzas em 1,17 vezes vs. HTB que diminuiu 0,06%, além de uma reducdo importante
ao final a umidade em 6% da estocagem inicial. Ademais, diminuindo os niveis de umidade
entre os tempos iniciais e finais nos tratamentos adicionados de 0,02 e 0,03 g de PS/100 g de
CMS.

Tabela 2 — Composicdo quimica (média + desvio-padrdo, n = 3) de CMS de tilapia, O. niloticus, contendo

concentragdes diferentes de PSs de H. musciformis vs. HTB.

COMPOSICAO QUIMICA

Amostras Pt (%) Lp (%) Ca (%) Cz (%) Um (%)
Controle 13,06+ 0,44aA 13,02+1,09A 0,19+126aA 0,73+0,062A 73,00 + 0,00aA8
1490+0,83A 1320+0,602a 058+0,31aA 0,65+0,062A 70,67 + 0,57aA8
HTB 13,98+ 0,50aA 12,69+0,18.A 0,28+0,36aA 0,72+0,02aA 72,33 + 0,58aA
13,95+2,77aA 12,02+0,32aA 037+2,00aA 0,66+0,062A 69,00 + 2,00bA
0,01g/100 1247+087aA 1250+0,342a 0,66+0,59A 0,70+0,08aA 74,67 + 1,158
gl 1375+2300A 1355+ 0,4%A 0,27 +0972A 076+0,13bA 71,67+ 1,150A8
0,02g/100 12,99+093aA 1159+0,852A 040+178A 0,69+0,06aA 74,33 + 0,588
gieMS 15,65+3,10A 1233+058aA 0,88+2,31bA 081+024bA 68,32+ 0,578
0,039/100 1278+033%A 1161+0,302A 060+0,34aa 0,68+0,0laA 74,33 +0,57a8
gieMS 14,45+043A 12,44+090aA 0,12+164aA 0,65+0,052A 72,33 % 0,580A8

T: Tempo; Pt: Proteinas; Lp: Lipidios; Ca: Carboidratos; Cz: Cinzas; Um: Umidade. *Letras mindsculas indicam
diferencas significativas entres os tempos em cada tratamento e mailsculas indicam diferencas significativas
entre os tratamentos, p < 0,05.

Os niveis de proteina foram semelhantes aos encontrados por Kirschnik e
Macedo-Viegas (2009) para CMS de tilapia do Nilo ndo lavada e maiores comparadas a CMS
lavada. Segundo os mesmos autores, o processo de lavagem propicia a remocgéo de proteinas
hidrossoluveis, o que justifica 0 menor valor no produto. Os valores de proteinas corroboram
com o0s encontrados por Fogaca et al. (2015) para CMS de tilapia. Os niveis de lipidios
encontrados foram maiores que os relatados por Fogaga et al. (2015) e Kirschnik et al. (2013)
para CMS de tilapia do Nilo. O alto valor de gordura pode ser devido ao fato de as porgdes
ventrais musculares da carcaga apresentarem mais gordura e parte dessa gordura ser retirada
junto com a CMS. O teor de gordura foi semelhante ao encontrado por Hosda, Nandi e
Grasseli (2013) para nuggets feitos com CMS de tilapia.

O valores de cinza encontrados corroboram com os obtidos por Marengoni et al.
(2009) e Kirschnik et al. (2013). Possivelmente, o fato do acréscimo no contetdo cinza

(p < 0,05) observado na Tabela 2, no produto adicionado com polissacarideos sulfatados
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obtidos de H. musciformis, ao final de 180 dias de estocagem, seja decorrente dos grupos éster
sulfatos presentes nos polissacarideos e minerais associados a estes na matriz da alga
(CAMPO et al., 2009), refletindo assim em cinzas, exceto na maior concentracdo testada do
polissacarideo (0,03 g de PSs/100 g de CMS) que nao elevou o contetdo de cinzas,
especulando-se um comportamento diferente sobre o alimento.

Os teores de umidade foram préximos aos valores encontrados por Marengoni et
al. (2009) utilizando fishburguers de CMS de tilapia do Nilo, menores dos valores
encontrados por Kirschnik e Macedo-Viegas (2009) para CMS de tilapia do Nilo e
semelhantes aos obtidos por Fogaca et al. (2015). Os valores encontrados corroboraram com
Ogawa e Maia (1999), que relataram que a composicdo quimica das partes comestiveis de
peixes e crustaceos variam entre 60 e 85% de umidade.

Por outro lado, a diminui¢do importante da umidade nos tratamentos adicionados
com polissacarideos sulfatados de H. musciformis, especialmente na concentracdo
intermediaria (p < 0,05), ao final da estocagem, sugere em decorréncia da natureza hidrofilica
dos polissacarideos sulfatados da alga, desde que a solubilidade em &agua depende, por
exemplo, dos niveis de grupos sulfatados presentes na molécula (CAMPO et al., 2009). E
sabido que o polissacarideo sulfatado dessa espécie de alga € do tipo k-carragenana, que
possui um grupamento sulfato por unidade dissacaridica e ligacdo 3,6-anidrogalactose, cuja
sua formacdo decorre da eliminagcdo do radical no carbono 6 do residuo de galactose da
unidade B, permitindo a formacdo de um gel forte, quando em agua (CAMPO et al., 2009).
Essa propriedade poderia vir a contribuir para a retencdo de agua no produto e,
consequentemente, da agua disponivel a acdo de microorganismos e seus metabdlitos, que
estes diminuem a vida atil do produto (MARENGONI, 2009). Portanto, estabilizando o
produto como demonstrado previamente em apresuntado a base de CMS de tilapia segundo
Guimardes (2017).

3.4 Avaliagdo dos parametros fisico-quimicos
3.4.1 Potencial hidrogenidnico (pH)

A Tabela 3 demonstra que ndo ocorreu diferenca estatisticamente significativa nos
30 primeiros dias de armazenamento, sendo os valores iniciais de pH de 7,54+0,04;

7,45+0,04, 7,45%0,05; 7,57+0,02 e 7,45+0,05 para os tratamentos controle, adicionado de

HBT e adicionados de polissacarideos sulfatados nas concentragcbes de 0,01; 0,02 ou
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0,039/100g de CMS. Durante o armazenamento foi observada uma pequena elevacgao a partir
do trigésimo dia de estocagem para 0s tratamentos, exceto os tratamentos controle e
adicionado de 0,02g de PSs/100g de CMS.

Tabela 3 — Valores de pH de CMS de tilapia, O. niloticus, totais durante os 180 dias de estocagem sob

congelamento.

pH
Tempo Controle 0,01g9/100g 0,02g/100g CMS 0,03g/100g CMS
CMS

0 7,54 £ 0,04aAB 7,45 £ 0,04aA 7,45 £ 0,05aA 7,57 £ 0,02aB 7,45 + 0,05aA
30 7,53 + 0,02aAB 7,51 £ 0,02bA 7,59 £ 0,00bcB 7,57 + 0,03aAB 7,63 + 0,04bB
60 7,48 +0,03acA 7,48 £ 0,00abcA 7,50 * 0,02acA 7,51 + 0,00abcA 7,52 + 0,02aA
90 7,63 £ 0,02bA 7,60 £ 0,01bcA 7,63 + 0,020A 7,51 + 0,03abcB 7,50 + 0,03aB
120 7,49 £ 0,04acA 7,51 £ 0,00bcB 7,54 £ 0,02cA 7,52 £ 0,04abcA 7,51 + 0,04aA
150 7,44 £ 0,02cA 7,50 £ 0,00bcB 7,48 £ 0,02aAB 7,49 £ 0,01bcB 7,47 £ 0,02aAB
180 7,35 1 0,02dA 7,37 £ 0,01dAC 7,49 £ 0,01acB 7,44 + 0,04cC 7,48 = 0,02aC

*Letras minasculas indicam diferencas significativas entres os tempos em cada tratamento e maidsculas indicam
diferencas significativas entre os tratamentos, p < 0,05.

Segundo Contreras-Guzman (2002), o aumento do pH em pescado e/ou produtos
de pescado pode indicar degradagdo proteica, com producgéo de substancias como aménia e
aminas. Jesus et al. (2001) observaram apenas pequenas variacdes nos valores de pH durante
a estocagem sob congelamento de CMS de peixes amazonicos. Segundo Gryschek et al.
(2003), o comportamento do pH durante a estocagem, sob congelamento, é dependente da
temperatura de estocagem, composicdo de sais, estado fisiolégico e acdo enzimaética.
Kirschnik et al. (2013) encontrou comportamento do pH parecido com o obtido no presente
estudo. A legislacdo em vigor estabelece uma faixa de valores de pH, que deve ser menor que
7, para a carne do pescado fresco. No entanto, nada é citado sobre esse parametro para
subprodutos de pescado, como exemplo a CMS (BRASIL, 2017). Durante todo o periodo de
estocagem, os valores de pH apresentaram indices mais elevados que a legislacdo vigente para
pescado fresco. Isso pode ser causado pelo processamento que a CMS sofre na inddstria, ndo

se tratando mais, dessa forma, de um produto considerado fresco.

3.4.2 Bases nitrogenadas volateis totais (N-BVT)

N&o houve diferenca significativa (p<0,05) para os valores de bases nitrogenadas
volateis totais nos trinta primeiros dias de estocagem para todos os tratamentos, sendo 0s
valores iniciais de bases nitrogenadas volateis totais (N-BVT) variando entre 1,68 e 1,90

mg/100g de CMS. Esses valores podem ser observados na Tabela 4.
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Tabela 4 — Valores de bases nitrogenadas volateis totais de CMS de tilapia, O. niloticus, durante os 180 dias de
estocagem sob congelamento.

N-BVT (mg/100 g de CMS)

Tempo Controle HBT 0,01g/100g CMS  0,02g/100g CMS 0,03g/100g CMS
1,90 £ 0,19aA 1,68+ 0,17aA 1,90 + 0,19aA 1,85 + 0,24aA 1,90 + 0,19aA
1,96 + 0,10aA 2,13+ 0,19aA 1,93 + 0,12aA 1,85+ 0,17aA 2,13+ 0,10aA
5,29 £ 0,36bA 5,04 £ 0,71bA 4,70 £ 0,29bA 4,20 £ 0,29bA 4,37 £ 0,29bcA
5,37 £ 0,00bA 5,04 £ 0,34bA 4,82 + 0,19bA 4,48 + 0,39bA 4,48 £ 0,39bA
5,38 +£0,00bA 5,15+ 0,190AB 4,93 + 0,19pABC 4,82 £ 0,190BC 4,59 £ 0,190C
5,42 £ 0,30bA 4,87 £ 0,29A 3,53+ 0,24cB 4,48 + 0,48bAB 3,58 £ 0,39cB
5,46 £ 0,59A 5,04 + 0,00aAB 3,63+ 0,24cB 4,48 + 0,48bAB 3,92 + 0,48bcB

*Letras minGsculas indicam diferencas significativas entres os tempos em cada tratamento e maitsculas indicam
diferengas significativas entre os tratamentos, p < 0,05.

A partir do trigésimo dia de estocagem, os valores para bases nitrogenadas
volateis toais (N-BVT) aumentaram significativamente até o sexagésimo dia e, a partir desse
periodo, ndo houve diferencas significativas, com excecdo dos tratamentos adicionados de
polissacarideos sulfatados nas concentracdes de 0,01 e 0,03g/100g de CMS. Ao final da
estocagem, foi possivel observar que os valores de N-BVT obtidos nos tratamentos
adicionados de PSs foram significativamente menores quando comparados aos tratamentos
controle e controle positivo (adicionado de HBT), sendo o tratamento adicionado de 0,01 g de
PSs/100 g de CMS o menor valor encontrado, de 3,53+0,24 mg de BVT/100 g de CMS,
seguido pelo tratamento adicionado de 0,03 e 0,02 g de PSs/100 g de CMS, os quais foram
encontrados valores de 3,92+0,48 e 4,48+0,48 mg de BVT/100 g de CMS, respectivamente.
Segundo Kirschnik et al. (2013) a producdo de N-BVT durante o armazenamento do pescado
é resultante da acdo de enzimas produzidas pela atividade microbiana. Desta forma, sugere-se
que a adicdo de polissacarideos sulfatados da rodoficea Hypnea musciformis pode reduzir
e/ou atrasar a acdo desses compostos, podendo melhorar e/ou aumentar o tempo de
armazenamento da CMS. E importante ressaltar que os niveis detectados para N-BVT em
todos os tratamentos e periodos avaliados estdo bem abaixo do limite de aceitabilidade
recomendado para pescado fresco no Brasil, que ¢ de 30 mg de BVT/100 g do produto
(BRASIL, 2017).

3.4.3 Substéncias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS)
A oxidacgdo lipidica € um dos problemas de qualidade que mais afeta a CMS de

pescado (TENUTA FILHO; JESUS, 2003). O teste de TBARS quantifica o0 malonaldeido, um

dos principais produtos de decomposicdo dos hidroperoxidos de acidos graxos poli-
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insaturados, formados durante o processo oxidativo (KIRSCHNIK et al., 2013). Os dados

obtidos nesse estudo estdo expostos na Tabela 5.

Tabela 5 — Valores das substancias reativas ao acido tiobarbitdrico — TBARS de CMS de tilapia, O. niloticus, ao

longo dos 180 dias de estocagem, sob congelamento.

Oxidacdo lipidica (mg de malonaldeido/kg)

Controle HBT 0,01g/100g CMS  0,02g/100g CMS 0,03g/100g CMS

0 0,17 + 0,01aA 0,16 + 0,02aA 0,11 + 0,02aB 0,09 + 0,00aB 0,10 £ 0,01aB
30 0,22 £ 0,00abA 0,23 £ 0,00aA 0,21 £ 0,00pA 0,23 £ 0,02bA 0,26 £ 0,14bA
60 0,31 + 0,05bA 0,37 + 0,090A 0,36 + 0,02cA 0,34 +0,02cA 0,40 + 0,02bcA
90 0,43 £ 0,02cAC 0,63 £ 0,02cB 0,49 £ 0,02dA 0,38 £ 0,03dc 0,47 £ 0,04cA
120 1,15+ 0,02dA 0,63 + 0,00cB 0,56 + 0,01eCc 0,77 +0,01eD 1,08 + 0,01dE
150 1,32 = 0,03eA 0,89 + 0,02dB 0,87 + 0,008 0,93 + 0,018 1,13 £ 0,00dc
180 1,50 = 0,08fA 1,16 £ 0,01eB 1,18 + 0,009B 1,09 + 0,009B 1,19+ 0,01dB

*Letras minGsculas indicam diferencas significativas entres os tempos em cada tratamento e maidsculas indicam
diferencas significativas entre os tratamentos, p < 0,05.

Os valores obtidos aumentaram de forma significativa durante os 180 dias de
estocagem, sendo o maior valor encontrado, de 1,50+0,08 mg de malonaldeido/kg da CMS,
no tratamento controle. Esse valor foi significativamente maior que 0s outros quatro
tratamentos, que ndo diferiram estatisticamente entre si. O menor valor encontrado ao final da
estocagem, de 1,09+0,00 mg de malonaldeido/kg da CMS, foi da amostra adicionada de 0,029
de PSs/100g de CMS. Essa concentracdo foi menor que a encontrada no tratamento em que
foi adicionado o antioxidante utilizado atualmente na industria (HTB), sugerindo que o0s
polissacarideos sulfatados de H. musciformis teriam a mesma eficiéncia em retardar a
oxidacdo lipidica. Segundo Al-Kahtani et al. (1996), o pescado pode ser considerado em bom
estado de consumo se os valores de estiverem abaixo de 3 mg de malonaldeido/kg do produto.
Nenhum dos tratamentos utilizados ultrapassou esse valor durante os 180 dias de estocagem.
Esses valores foram maiores que os encontrados por Kirschnik et al. (2013) utilizando CMS
de tilapia lavada e ndo-lavada e com a adi¢do ou ndo de conservantes. Isso pode ser explicado
devido ao teor de lipidios encontrados no presente estudo serem maior do que o obtido por

estes autores, visto que a composicao pode variar segundo a origem da matéria-prima.
3.5 Anélise microbioldgica
Em relagdo a contagem total de bactérias psicrotréficas foi observado um aumento

significativo durante os 180 dias de estocagem da CMS de tilapia do Nilo. No entanto, como
podemos observar na Tabela 6, a amostra adicionada de 0,01g de PSs/100g de CMS foi
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significativamente diferente do tratamento controle, sendo o menor valor encontrado entre
todos os tratamentos, seguido pelo tratamento adicionado de 0,02g de PSs/100g de CMS.
Além disso, estes dois tratamentos apresentaram uma menor diferenca entre a contagem no
inicio da estocagem e ao final dos 180 dias de estocagem. Embora ndo haja limites
estabelecidos para bactérias psicrotroficas (BRASIL, 2001), niveis elevados podem reduzir a
qualidade da CMS do pescado (KIRSCHNIK et al., 2013). Dessa forma, a adicdo de
polissacarideos sulfatados de H. musciformis sugere inibir o crescimento desses
microrganismos de forma tdo eficiente quanto o HTB, antioxidante utilizado na industria. Isto
reforcou o papel desses polianidnicos como retentores de agua do produto (TABELA 2),
sendo a concentragdo de 0,02g de PSs/100g de CMS capaz de reduzir a umidade em 6% ao

final do periodo de estocagem.

Tabela 6 — Contagem de bactérias psicrotroficas de CMS de tilapia, O. niloticus, ao longo dos 180 dias de

estocagem.

Contagem de bactérias psicrotréficas (10° UFC/g)

Controle 0,01g/100g CMS  0,02g/100g CMS  0,03g/100g CMS

0 25+ 3,3 acA 31,6 £2,8abcAB 37,6 £ 1,3 abcAB 27,4+ 0,4 aAB 38,8+53aB
30 50 £ 19 bcA 21 + 0,6 abcB 4,6+1,1acB 7+0,8aB 15,4 + 0,3 aB
60 65 + 6,4 bcA 54,5+ 0,7 aAB 44 £ 9,2 acA 56 £1,4aA 223 +51 B
90 21 +4,9 aA 36 + 14 abcA 15,6 + 0,8 bcA 10,2 + 6,8 aA 620 £ 49 cB
120 18 +29aA 16,7 £ 1,3 becA 12,8 £ 0,8 bA 64 + 25 aB 345+2,1aAB
150 19,4+ 3,2 aA 26 + 1,4 abcA 36,5+ 0,7 cB 935+21aC 24 +2,8aA
180 61,5+12cA 49,5+ 49 cAB 35,5+£0,7 acB 46 £ 1,4 aAB 54,5+ 0,7 aAB

*Letras minasculas indicam diferencas significativas entres os tempos em cada tratamento e maidsculas indicam
diferengas significativas entre os tratamentos, p < 0,05.

De acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA (BRASIL,
2001), a legislacdo estabelece para pescado congelado ou resfriado e produtos a base de
pescado a contagem méxima de estafilococos coagulase positiva de 10° UFC/g. Na analise
das bactérias contempladas na legislagdo vigente verificou-se que todos os tratamentos
apresentaram niveis bem abaixo do estabelecido (TABELA 7). Em relacdo aos coliformes a
45 °C, a legislagcdo estabelece limites de 10° UFC/g e em todos os tratamentos foram
observados valores menores que o permitido. A legislagdo diz que deve haver a auséncia de

Salmonella em 25 g da amostra. Isso foi verificado em todos os tratamentos analisados. Com
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isso, todos os tratamentos estavam dentro do padréo de qualidade microbioldgico exigido pela
legislacdo ao inicio do estudo. Os laudos de todas as anélises feitas estdo disponiveis nos

anexos.

Tabela 7 — Analises microbioldgicas das bactérias contempladas na legislagdo em CMS de tilapia, O. niloticus.

10° Auséncia

Resolucdo RDC n° 12 10°
(BRASIL, 2001)

Controle <1,0x10 <1,0x10 Auséncia

HTB <1,0x10 <10x10 Auséncia

0,01g/100g de CMS <1,0x10 <1,0x10 Auséncia

0,02g/100g de CMS <1,0x10 <1,0x10 Auséncia

0,03g/100g de CMS <1,0x10 <1,0x10 Auséncia

Diante das analises de composi¢do quimica e de parametros de qualidade, a adi¢éo
de polissacarideos sulfatados de H. musciformis &8 CMS n&o lavada de tilapia sugere como um
ingrediente alternativo, de baixo custo e de maior seguranca alimentar vs. aos aditivos
sintéticos que causam prejuizos a saude humana. Além disso, esta pesquisa traz perspectivas
quanto ao uso de espécies de algas cultivadas no litoral cearense como opcao sustentavel para

a producéo de hidrocoldides no desenvolvimento de subprodutos de pescado.
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4 CONCLUSOES

Foi observado que o congelamento prolongado da CMS de tildpia do Nilo,
juntamente com a adicdo de polissacarideos sulfatados da alga vermelha Hypnea musciformis
ndo afeta a qualidade nutricional do produto.

Diante dos resultados obtidos, sugere-se que a adicdo de polissacarideos
sulfatados retarda a oxidacdo lipidica e pode inibir o crescimento de bactérias psicrotroficas.

Portanto, pode-se concluir que a adi¢do dos polissacarideos sulfatados na CMS de
tildpia mostrou comportamento antioxidante, havendo uma concentragdo 6tima de 0,02g de
PSs/100g de CMS, podendo ser utilizado como aditivo alternativo seguro.
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ANEXO E - LAUDO LABORATORIAL PARA O TRATAMENTO ADICIONADO
DE 0,03g DE PSs/100g DE CMS

& LABOR SAIIDE - SERVICCS DE ANALISES E COMERCIC LTDA
- CMP): 11048968 /0001 -04
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Laudo N2: 11558.2017.B- V.0

01. Dados Contratacio:
Solicitante:

Razdo Sodal: lanna Wivianne Fernandes de Araljo

_ Rua Campus do Pici, Laborattrio de Bioquimica Marinha, SN Bloco BT2 - Pici - Fortalera)CE CEP:
Enderegar co.ammmn

Proposta Comendial: 40362017V
Contatao: lanna Wivianne F. de Aradjo emait iwfaraujo@gmail.com Fore: [E5) 3366-3730

1. Dados da Amostragem:

Descricio da Amostra: carme mecanicamente separada de tilipia

. Rua Campus da Pici, Labaratério de Bioguimica Marinha, 5N, Bloca B72 - Pici - Fortaleza/CE
Endereco Coleta rcp. 60440900

Data de Coleta: 047082007 Data Recebimento: 04092017 14:12:00

ichonals; RESPONSAVELIANNA WIVIANE F. DE ARMJO: TEMPO:O DIAS: DUNIDO:02.09.17;
Wnlermnches Adiclonals: APRESENTACAO-EMBALAGEM PLASTICA; LARISSA T-3 [HYPNEA MUSAFORMIS - 0,03¢/100g)

Matriz ¢ Origem Amostra: Alimento-Alimento Data Conferéncia: 16092017 10:15:44
Data Iniclo Amostra: 041092017 15:56:04 Data Conclusdo Amostra: 16092017 09:28:56
Caracteristica da Amostra: Simphes
Resultados
Resolucao Inicio

Parametros Resultados Un EDC e 17 Enssio L. Metodologia
COLIFORMES A 455 < L0x10 UFSg iy O4a01T CMMEF
ESTAFILOCOCOS COAGULASE POSITIVA < 10x10 UFDg iy T T CMMEF
SALMOMNELLA SP Auskncia  UFC259 Burddncis D80T CMMEF

Opinides & Interpretagies: Produto de scordo com o padries legais vigentes.
Legislacio: Valores de refenbncia estabelecidos conforme ResolugSo RDC N¥LZ, de 2 de janeiro de 2O0LANVISA.

Referéncials) Hormativais): o o o e M al oof Funels, 4 Edl,
Legenda:

UFRCHg - Unidaoe Formadora de Colonia por Grama, UFCT2S] - Unldade Formasdora de Coibnla por 25 gramas,
L. - Limite de Quaréificacio, VMP - Valor Maomo Pemitido, BLA. - Mo Splicise|
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