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RESUMO

As novas tendéncias do mercado consumidor levaram o setor alimenticio a concentrar
esforcos no desenvolvimento de filmes e revestimentos comestiveis a base de polimeros
naturais em substituicdo as embalagens plasticas convencionais. Os filmes e revestimentos
comestiveis de quitosana e 6leos essenciais podem ser uma excelente alternativa para manter
a qualidade e frescor do camarédo durante armazenamento. O presente estudo teve por objetivo
avaliar as propriedades fisicas e mecénicas de filmes a base de quitosana e 6leos essenciais
(cravo, horteld, liméo, louro, manjericéo e tangerina), as potencialidades antimicrobianas dos
revestimentos dos mesmos componentes dos filmes, além de avaliar a eficacia dos
revestimentos de quitosana e 6leos essenciais de liméo e tangerina em camardo (Litopenaeus
vannamei) congelado através de andlises quimicas, fisico-quimicas e microbioldgicas. Os
filmes foram caracterizados quanto a solubilidade, permeabilidade ao vapor de dgua (PVA),
cor, opacidade, resisténcia a tracdo, elongacdo na ruptura e modulo de elasticidade e
apresentaram diferencas significativas (p<0,05) entre os tratamentos. A atividade
antimicrobiana dos revestimentos foi testada frente a quatro cepas padrfes de bactérias e
todos os revestimentos apresentaram agdo antimicrobiana. Foram realizadas andlises de
composicdo quimica, pH, bases volateis totais (BVT), trimetilamina (TMA), substancias
reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS), e microbioldgicas (contagem total de bactérias
mesdéfilas e psicrotréficas), Vibrio spp., Staphylococus congulase positiva e coliformes
termotolerantes em amostras de camardo submetidas a cinco tratamentos: controle (C),
glaciamento (G), revestimento de quitosana (Q), revestimento de quitosana + 6leo essencial
de tangerina (QT) e revestimento de quitosana + 0Oleo essencial de limdo (QL) durante 180
dias de armazenamento. Os valores de pH, TBARS, BVT e TMA das amostras de camaréo
apresentaram diferencas significativas (p<0,05) entre os tratamentos. As amostras revestidas
(Q, QT e QL) apresentaram as menores contagens de bactérias mesofilas e psicrotroficas.
Vibrio spp. em todos os tratamentos apresentou contagens abaixo da legislacdo vigente. E
coliformes termotolerantes e Staphylococcus coagulase positiva os tratamentos C e G
apresentaram valores acima da legislacdo. Os filmes e revestimentos comestiveis de quitosana
e Oleos essenciais apresentaram boas propriedades fisicas e antimicrobianas e podem ser
utilizados para manter a qualidade de camardo congelado devido a sua natureza nédo toxica,

biodegradavel e atividade antimicrobiana.

Palavras-chave: Biopolimero. Compostos volateis. Atividade antimicrobiana. Frescor.



ABSTRACT

New consumer market trends have led the food industry to focus on the development of
natural polymer-based edible films and coatings instead of conventional plastic packaging.
Thus the films and edible coatings of chitosan and essential oils can be an excellent
alternative to maintain the quality and freshness of the shrimp during storage.The aim of this
study was to evaluate the physical and mechanical properties of filmes based on chitosan and
essential oils (clove, Peppermint, lemon, laurel, basil and tangerine), the antimicrobial
potential of coatings of the same components of the films, and to evaluate the efficacy of
chitosan coatings and essential oils in shrimp (Litopenaeus vannamei) frozen through
chemical, physicochemical and microbiological analyzes. The films were characterized in
terms of solubility, water vapor permeability (WVP), color, opacity, tensile strength,
elongation at break and elastic modulus and they presented significant differences (p<0.05)
between the treatments. The antimicrobial activity of the coatings was tested against four
standard strains of bacteria and all the coatings presented antimicrobial action. Analyzes of
chemical composition, pH, total volatile bases (TVB), trimethylamine (TMA), thiobarbituric
acid reactive substances (TBARS), and microbiological (total mesophilic and psychrotrophic
counts bacteria), Vibrio spp., congulase positive Staphylococus and thermotolerant coliforms
were carried out in shrimp samples submitted to five treatments: control (C), glazing (G),
chitosan coating (Q), chitosan coating + tangerine essential oil (QT) and chitosan coating +
lemon essential oil (QL) during 180 days of storage. The pH, TBARS, TVB and TMA values
of the shrimp samples presented significant differences (p<0.05). Coated samples (Q, QT and
QL) showed the counts lowest of mesophilic and psychrotrophic bacteria. In all treatments,
Vibrio spp. presented counts under the current legislation. For thermotolerant coliforms and
coagulase positive Staphylococcus the C and G treatments presented values above the
legislation. Films and edible coatings of chitosan and essential oils have good physical and
antimicrobial properties and can be used to maintain the quality of frozen shrimp because of

their non-toxic, biodegradable nature and antimicrobial activity.

Keywords: Biopolymer. Volatile compounds. Antimicrobial activity. Freshness.
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1 REVISAO DE LITERATURA

1.1 Aspectos da quitina e da quitosana

A quitina foi descoberta pelo pesquisador francés Henri Braconnot, em 1811,
enquanto trabalhava com fungos, denominando-a de fungina (MUZZARELLI et al., 2012).
Sendo nomeada como quitina por Odier em 1823, quando isolada a partir de exoesqueleto de
insetos (HAMED; OZOGUL; REGENSTEIN, 2016). Pode ser encontrada no exoesqueleto
dos artropodes e insetos, na cuticula dos anelideos e moluscos, nas paredes celulares de
fungos e leveduras e na carapaga de crustaceos como camardo, lagosta e caranguejo
(KURITA, 2006). Merece papel de destaque por ser o segundo polissacarideo mais abundante
na natureza, depois da celulose (SILVA et al., 2012; DEHGHANI; HOSSEINI,
REGENSTEIN, 2018). Apesar de a quitina ser abundante e ter excelentes caracteristicas
funcionais, como biocompatibilidade, bioatividade, capacidade de biodegradabilidade e alta
resisténcia mecénica, tem uma utilidade limitada devido a sua fraca solubilidade (BEDIAN et
al., 2017; HUANG et al., 2013). Sua baixa solubilidade é decorrente de sua elevada
cristalinidade, a qual é caracterizada pela grande quantidade de ligacfes de hidrogénio entre
suas cadeias (RINAUDO et al., 2006; MOL, 2014).

No entando a quitosana foi descrita pela primeira vez em 1859 por Rouget e seu
nome foi proposto em 1894 por Hoppe-Seyler pelo fato desta substancia possuir quantidade
de nitrogénio igual a quitina original (ROBERTS, 1992). Sua estrutura quimica €
caracterizada como um polissacarideo linear formado por -(1-4)-D-glicosamina, 0 composto
é a forma parcialmente desacetilada da quitina B-(1-4)-N-acetil-D-glicosamina (FIGURA 1).
A distincdo entre quitina e quitosana é baseada no grau de desacetilagdo. Quando o processo
de desacetilacdo atinge o patamar de 60%, a quitina é tranformada em quitosana, tornando-se
soltivel em solucdo aquosa acida (CROISIER; JEROME, 2013; BALAN; VERESTIUC,
2014). Quanto maior o grau de desacetilacdo da quitosana, maior serd a interagdo entre sua
superficie e células, uma vez que o grupo amino livre interage com as células causando
adesdo celular e proliferacdo (DASH et al.,, 2011). Além de apresentar uma alta
hidrofilicidade, devido ao grande numero de grupos hidroxila e grupos amino presentes na
cadeia polimérica (ASSIS; SILVA, 2003). Tem a capacidade de formar solucdes viscosas em
varios acidos organicos diluidos como os acidos acético, formico, latico, entre outros (PARK;
MARSH; RHIM, 2002). A solubilidade da quitosana proporciona oportunidades de diversas

aplicacdes, como a producdo de filmes, nanofibras, hidrogéis ou pastas, embora alguns usos
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em sua forma em po ndo dissolvido também tenham sido estudados ultimamente (AHMED et
al., 2016; ARDILA et al., 2017).

Figura 1 — Estrutura quimica da quitina e da quitosana.

NaOH
- —>
Desacetilacao

N

Quitina Quitosana

Fonte: Stamford (2006)

As diversas atividades biologicas da quitosana incluem capacidade antioxidante,
anti-hipertensiva, anticoagulante, antidiabética, antiobesidade, antialérgica, anti-inflamatoria,
antimicrobiana, anticancerigena, neuroprotetora e efeitos inibitérios das metaloproteinases da
matriz (NGO et al., 2015). Tem papel de destaque devido a suas inUmeras aplicacdes
(QUADRO 1), que sdo de extrema importancia no desenvolvimento de biomateriais
(YASSUE-CORDEIRO et al., 2015). Entre as suas propriedades funcionais podemos destacar
a atividade antibacteriana, ndo toxicidade, facilidade de modificacdo e biodegradabilidade
(MUXIKA et al., 2017). Este polimero ainda pode ser utilizado em outras diversas aplicacoes,
tais como: no tratamento de &gua, agindo na remocdo de ions metélicos através da quelacdo;
na medicina e biomedicina, na producdo de membranas para didlise, na producdo de
curativos, na liberacdo controlada de farmacos, na engenharia de tecidos; cosméticos, em
cremes de limpeza e compostos de tratamento de pele e cabelo; na agricultura, com o
tratamento de sementes para inibicdo de fungos; no processamento de alimentos, etc
(KUMAR, 2000; MUXIKA et al., 2017). Além de atrair a atengdo como potencial
conservante alimentar de origem natural (YUAN; CHEN; LI, 2016).

Vale salientar que a quitosana € um conservante alimentar de origem natural que é

considerada pela agéncia Food Drug Administration (FDA) como um aditivo seguro, ou seja,
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Generally regarded as safe (GRAS) que é a denominagdo considerada segura para qualquer
substancia ou produto quimico aplicado em alimentos (SAGOO; BOARD; ROLLER, 2002).

Quadro 1 — Principais aplicacdes da quitosana

AREA APLICACAO
Aditivos alimentares
Inddstria de Alimentos Nutricdo animal

Embalagem biodegradavel para alimentos
Agente cicatrizante
Aditivo de medicamentos
Controle de colesterol
Lentes de contato
Cosmética Bactericida
Fungicida
Umectante
Biomembranas artificiais
Sutura cirdrgica
Biotecnologia Imobilizacdo de enzimas de células
Separacao de proteinas
Cromatografia
Agente antimicrobiano

Tratamento de efluentes Remocéo de poluentes
Fonte: Kumar (2000); Yassue-Cordeiro et al. (2015); Muxika et al. (2017).

Farmacéutica

Biomédica

A utilizacdo de quitosana na producdo de filmes e revestimentos comestiveis tem
apresentado importante papel na preservacdo de alimentos (ELSABEE; ABDOU, 2013;
KERCH, 2015). Filmes a base de quitosana apresentam geralmente discreta propriedade de
barreira ao oxigénio, satisfatoria propriedade de barreira ao didxido de carbono, mas elevada
permeabilidade ao vapor de agua, devido ao seu caréter hidrofilico (SANCHEZ-GONZALEZ
etal., 2010).

1.2 Oleos essenciais

Os Oleos essenciais sdo representados por compostos volateis de baixo peso
molecular, responsaveis por um amplo espectro de atividades antimicrobianas e outras
propriedades medicinais (RAUT; KARUPPAYIL, 2014). Sendo representados por liquidos
aromaticos e volateis extraidos de componentes das plantas como raizes, flores, caules, folhas,
sementes, frutos e da planta inteira (BURT, 2004). Seus principais componentes Sao
hidrocarbonetos, como os terpenos, alcoois, ésteres, aldeidos e compostos fendlicos, que séo

responsaveis pelo seu aroma caracteristico (BAKKALI et al., 2008).
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Em geral os Oleos essenciais sdo classificados como GRAS, ou seja, sdo
considerados seguros, pelo FDA, tornando-os atrativos ao consumidor por ndo apresentarem
efeito toxico (GUTIERREZ et al., 2009). Representando assim uma alternativa interessante
aos ingredientes tradicionais, diversas pesquisas com Oleos essenciais vém sendo
desenvolvidas com o intuito de reduzir o uso de aditivos sintéticos na inddstria de alimentos
(GOMEZ-ESTACA et al., 2010; DU et al., 2011).

O cravo-da-india é uma especiaria bastante utilizada desde a antiguidade, devido
a0 seu sabor e qualidades culinarias, mas também em virtude de suas propriedades medicinais
(AFFONSO et al., 2012). O o6leo essencial de cravo pode ser caracterizado como fonte de
compostos fendlicos tais como o eugenol, acetato de eugenol, acido galico, flavonoides,
acidos hidroxibenzoéicos, acidos hidroxicinamicos e hidroxifenil propano (CORTES-ROJAS;
SOUZA; OLIVEIRA, 2014). Apresenta propriedades que podem favorecer a sua utilizacdo na
industria de alimentos devido ao seu poder de inibir ou retardar o crescimento de bactérias,
fungos e leveduras (NAZZARO et al., 2013).

A horteld pimenta (Mentha piperita) é uma das mais populares matérias primas de
6leos essenciais, com diversas aplicacdes nas industrias de alimentos, cosmética e
farmacéutica. O ¢6leo essencial de horteld pimenta contém mentol e mentona
juntamente com outros componentes quimicos menores, incluindo pulegona,
mentofurano e limoneno (MCKAY; BLUMBERG, 2006).

Os Oleos essenciais citricos podem ser extensamente utilizados em inimeras
aplicacdes relacionadas ao sabor, como nas industrias alimenticia, quimica, farmacéutica e
cosmética (ALPARSLAN et al., 2016). Tendo como caracteristica prodominante a riqueza em
compostos volateis, em predominancia o limoneno (MOUFIDA; MARZOUK, 2003). O 6leo
essencial de casca de limdo contém principalmente limoneno, com a presenca de
g-terpineno, b-pineno, myrceno, neral e geranial (VEKIARI et al., 2002). Além de exibir
propriedades antimicrobianas e antifungicidas (SETTANNI et al., 2012; COMBRINCK;
REGNIER; KAMATOQOU, 2011). Também em destaque o 6leo essencial extraido da casca de
tangerina (importante fonte de dleo essencial) que pode ser amplamente utilizado como
material para conservar o frescor do pescado durante estocagem (HE; XIAO, 2016).
Principlmente devido a casca de tangerina conter muitos flavondides, especialmente

glicosideos de flavanona e polimetoxi flavonas, que possuem atividade antioxidante,
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antimicrobiana, anticancerigena, anti-aterogénica e anti-inflamatoria (TRIPOLI et al., 2007
BENAVENTE-GARCIA; CASTILLO, 2008).

As folhas de louro s8o amplamente utilizadas como tempero, anti-séptico e
inseticida (AKCAN et al., 2017). Muitas pesquisas demonstraram que os extratos de folhas de
louro ttm uma consideravel atividade antioxidante (EL; KARAGOZLU; KARAKAYA;
SAHIN, 2014). No dleo essencial extraido da folha de louro o principal componente é o 1,8-
cineol, podendo conter ainda linalol, a-terpenil acetato, metil-eugenol, sabineno, cineol,
pinenos, 4-terpineol e p-cimeno (MERGHNI et al., 2016; CHERRAT et al., 2014, CUNHA
et al.,, 2012). Além de apresentar um grande potencial devido as suas propridades
antioxidantes e antimicrobianas (CHERRAT et al., 2014).

O manjericao (Ocimum basilicum) possui propriedades que abrange tanto os 6leos
essenciais (componentes hidrofobicos) quanto as substancias hidrofilicas (CARVALHO,
2012). Além de ser popular na culinaria, esta planta tem uso medicinal por possuir substancias
com propriedades antimicrobianas, fungicidas e antioxidantes (CAROVIC-STANKO et al.,
2010; POLITEO et al., 2007). O 6leo essencial de manjericdo € composto principalmente por
linalol e metil chavicol, mas também pode apresentar 1,8 - cineol, eugenol, canfora, estragol e
metil-eugenol (SIMON et al.,1990; MARTINS et al., 2010). As potenciais utilidades do 6leo
essencial de manjericdo tem sido amplamente estudadas, principalmente suas propriedades
antioxidantes e antimicrobianas (LEE et al., 2005; POLITEO et al., 2007; SARTORATOTTO
et al., 2004; SUPPAKUL et al., 2003a; WANNISSORN et al., 2005; CAROVIC-STANKO et
al., 2010).

Nos ultimos anos, os 6leos essenciais (OEs) tém sido amplamente estudados
como aditivos em alimentos, assim podem ser incorporados aos filmes e revestimentos de
quitosana, principalmente devido a sua potencial atividade bioldgica (YUAN; CHEN; LI,
2016).

1.3 Filmes e revestimentos comestiveis utilizados como embalagem

A utilizagdo de filmes em alimentos remonta ao século 12 na China, onde as ceras
eram utilizadas para revestir frutas citricas como meio de retardar a perda de agua
(SANCHEZ-ORTEGA et al., 2014; DEHGHANI; HOSSEINI; REGENSTEIN, 2018). Mas 0

primeiro filme comestivel especifico para a conservacéo de alimentos foi produzido no seculo
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15 no Japao, tendo o leite de soja (Yuba) como matéria-prima (SANCHEZ-ORTEGA et al.,
2014).

Geralmente, os filmes comestiveis sdo produzidos separadamente e depois
aplicados as superficies dos alimentos, enquanto os revestimentos sdo formados diretamente
sobre as superficies alimentares (CORDEIRO DE AZEREDO, 2012). Assim qualquer espécie
de camada fina de material utilizado para embalar alimentos com a intengdo de prolongar a
vida util do produto e que pode ser consumido juntamente com o alimento pode ser
considerado filme ou revestimento comestivel (DEHGHANI; HOSSEINI; REGENSTEIN,
2018). O mais importante é que os filmes e revestimentos comestiveis podem ser consumidos

de maneira segura junto com os produtos embalados (BOURTOOM, 2008).

Os filmes e revestimentos comestiveis podem atuar como uma barreira a
influéncias externas, como vapor de agua e oxigénio, e proceder como um veiculo de
elementos funcionais para melhorar a qualidade e estender a vida Util dos alimentos
(SALGADO et al., 2015; SHI; DUMONT, 2014). Aderidos aos alimentos, 0s mesmos nao
devem interferir na aparéncia natural, além de possuir boa aderéncia a fim de evitar sua facil
remo¢do no manuseio, assim também, ndo acarretar alteracbes ao sabor ou odor original
(ASSIS; BRITO; FORATO, 2009).

A composicdo de filmes e revestimentos comestiveis € constituida de polimeros
naturais que podem melhorar a qualidade e seguranca dos alimentos, fornecendo barreiras
seletivas a transferéncia de umidade, absor¢do de oxigénio, e oxidacao lipidica (CERQUEIRA
et al., 2009) As matrizes de filmes comestiveis sdo biopolimeros de excelente qualidade
alimentar, como proteinas, lipidios e polissacarideos (CAZON; VELAZQUEZ; RAMIREZ ;
VAZZAS, 2017).

Os plastificantes sdo aditivos que podem ser adicionados a varios polimeros para
melhorar a processabilidade e aumentar a flexibilidade, alterando a viscosidade do sistema e
aumentando a mobilidade das macromoléculas (RABELLO, 2000). Em filmes comestiveis
podem ser utilizados varios tipos de plastificantes, em destaque o polietilenoglicol, o sorbitol
e o glicerol, sendo este ultimo o mais utilizado (CHIUMARELLI; HUBINGER, 2014,
ASSIS; BRITO, 2014). O glicerol é um dos agentes plastificantes mais utilizados na
composicdo de solucBes filmogénicas, devido a sua estabilidade e compatibilidade com as
cadeias poliméricas dos filmes (FERNANDEZ CERVERA et al., 2004; CHILLO et al.,

2008). E os Oleos essenciais podem ser incorporados aos filmes e revestimentos comestiveis,
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pois constituem uma alternativa segura para substituir conservantes sintéticos e aditivos
alimentares por causa de suas propriedades antioxidantes, antifungicas e antimicrobianas
(KUMAR etal., 2010).

1.4 Propriedades dos filmes comestiveis

1.4.1 Solubilidade em agua

A solubilidade em &gua e a difusibilidade na matriz polimérica dos filmes
interferem no processo de tranferéncia de vapor de agua (MARTELLI et al., 2006; MOORE
et al., 2006; MULLER; YAMASHITA; LAURINDO 2008; ZHONG; SONG; LI, 2011). A
determinacédo da solubilidade é bastante proveitosa quando os filmes sdo consumidos junto a
alimentos submetidos a aquecimento antes do consumo e também pode ser um fator
importante para indicar a biodegradabilidade dos filmes quando utilizados como embalagem
(ROTTA et al., 2009).

Uma menor solubilidade é muitas vezes necessaria em filmes comestiveis durante
a estocagem, em contrapatida uma alta solubilidade pode ser proveitosa durante a preparagdo
de alimentos revestidos com estes filmes comestiveis (LAOHAKUNJIT; NOOMHORN;
2004).

1.4.2 Permeabilidade ao vapor de agua

A permeabilidade ao vapor de agua é uma propriedade bastante estudada em
filmes comestiveis, devido a importancia da dgua nas reacGes de deterioracdo dos alimentos
(CERQUEIRA et al., 2009). Os valores de permeabilidade ao vapor de agua dos filmes
comestiveis podem ser utilizados em progndsticos da vida atil de produtos embalados, pois
filmes que apresentam boa barreira as trocas de vapor de agua podem ser utilizados para
prolongar a vida Gtil dos mesmos (LOREVICE; MOURA; MATTOSO, 2014).

A adicéo de plastificantes em filmes de polissacarideos pode levar ao aumento dos
valores de permeabilidade ao vapor de agua devido a maior afinidade do sistema para atrair
agua, ja& que os plastificantes apresentam comportamento hidrofilico (PINHEIRO et al.,
2010).
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A quitosana tem a capacidade de produzir filmes com boas propriedades de
barreira para aplicacdo em alimentos (ESCAMILLA-GARCIA et al., 2013). Mas ja foram
sugeridas inumeras estratégias para incrementar as propriedades de barreira destes filmes,
sendo a incorporacdo de Oleos essenciais de plantas uma alternativa relevante para melhorar
estas propriedades, principalmente a permeabilidade ao vapor de agua (SHEN; KAMDEM,
2015).

1.4.3 Propriedades mecanicas

O comportamento mecanico dos filmes depende do material filmogénico
utilizado, da sua coesdo estrutural e de sua estrutura molecular (CANEVAROLO JR, 2007).
Filmes produzidos a base de biopolimeros como proteinas e polissacarideos apresentam boas
propriedades mecanicas, mas sdo altamente permeaveis a agua, devido a sua natureza
hidrofilica (KRISTO; BILIADERIS; ZAMPRAKA, 2007).

A adicdo de agentes plastificantes em biopolimeros, como a quitosana, tem um
consideravel efeito sobre as propriedades mecénicas dos filmes, tais como o aumento da sua
flexibilidade e resisténcia (SOTHORNVIT; KROCHTA, 2005). Comportamento este
caracterizado pela estrutura do polimero, a concentracdo de plastificante, as condi¢bes de
armazenamento e a incorporacdo de compostos (PINHEIRO et al., 2010). A incorporacédo de
6leos essenciais em filmes de quitosana pode apresentar efeitos relevantes nas propriedades
mecéanicas dos filmes (SHEN; KAMDEM, 2015).

1.4.4 Cor e opacidade

A cor representa uma propriedade de destaque na caracterizacdo dos filmes, pois
esta relacionada com a matéria-prima utilizada na producdo dos mesmos (VICENTINI, 2003).
Filmes comestiveis devem ser atrativos do ponto vista visual e ndo devem alterar a sua cor ao
longo da estocagem, para que a aceitacdo do produto no qual sdo aplicados ndo seja
prejudicada (SOUZA et al., 2009).

Os parametros relacionados a cor (FIGURA 2) podem ser definidos pelo sistema
CIELAB (ou CIE L* a* b*), desenvolvido por Richard Hunter e define trés coordenadas
tridimensionais, L* representa a luminosidade, que varia entre 0 (preto) e 100 (branco), o a* e
0 b* que representam respectivamente o valor associado ao vermelho/verde e o valor

associado ao amarelo/azul (RAMOS; GOMIDE, 2007). A opacidade representa um parametro
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de primordial relevancia em filmes utilizados para embalagens de alimentos (GONTARD;
GUILBERT; CUQ, 1992; PELISSARI, 2009). Sendo um indicador da quantidade de luz que
atravessa o filme e quanto maior o valor de opacidade, menor serd a quantidade de luz que
atravessa o filme, podendo esta barreira exercer um controle sobre a incidéncia de luz nos
alimentos (PINHEIRO et al., 2010).

Figura 2 - Representacédo trimensional de cor Hunter Lab.

L=100 4

Fonte: Hunterlab (1996)

1.5 Aplicacdo de filmes e revestimentos comestiveis de quitosana e 6leos essenciais em
pescado

Atualmente inumeros estudos se concentram na aplicacdo de filmes e
revestimentos comestiveis em uma vasta série de sistemas alimentares para prolongar a vida
atil e reduzir os agentes patogénicos dos alimentos (YUAN; CHEN; LI, 2016). A quitosana
tem apresentado acdo promissora na preservacao de alimentos (KERCH, 2015). Na producéo
de filmes e revestimentos comestiveis, a quitosana apresenta qualidades singulares em razéo
de ser facilmente obtida, ter amplo potencial como material de embalagem ativa devido a sua
atividade antimicrobiana e impermeabilidade ao oxigénio (BUTLER et al., 1996; JEON et al.,
2002; NO et al., 2007). Filmes de quitosana possuem propriedades mecanicas precarias
(pouca flexibilidade), principalmente devido a sua capacidade inferior de alongamento (VAN
DEN BROEK; KNOOP; KAPPEN; BOERIU, 2015). A utilizacdo de um plastificante
adequado, em concentragdo O6tima é uma possibilidade simples e bastante utilizada para

melhorar as propriedades meéanicas dos filmes de quitosana (PRATEEPCHANACHAI et al.,
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2017). Oleos essenciais podem ser incorporados a filmes e revestimentos de quitosana por
apresentarem propriedades favoraveis que ajudam a melhorar suas caracteristicas fisicas e a

prolongar a vida de prateleira dos alimentos revestidos.

Vérios estudos demonstraram que 0s revestimentos de quitosana tem grande
potencial para estender a vida util de pescado (SOUZA et al., 2010a; MOHAN et al., 2012;
NOWZARI; SHABANPOUR; OJAGH, 2013). Em geral, a aplicacdo de revestimentos de
quitosana incorporados com o0leos essenciais auxilia na extensdo da vida atil dos produtos
revestidos (YUAN; CHEN; LI, 2016). Ojagh et al. (2010) observaram que a aplicacdo de
revestimento de quitosana adicionado de 6leo essencial de canela permitiu a manutencao da
qualidade da truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss) por maior periodo de tempo, ampliando
assim sua vida de prateleira durante estocagem refrigerada. As amostras de filé de carpa
prateada revestidas com quitosana / nanoargila / dleo essencial de alecrim mantidas sob
refrigeracdo apresentaram melhor qualidade, principalmente devido aos menores teores de pH
e bases volateis totais (BVT) e a maior aceitabilidade em comparagdo aos tratamentos com
quitosana pura e controle sem revestimento (ABDOLLAHI et al., 2014). Este comportamento
pode ser atribuido ao fato de que os revestimentos de quitosana contendo 6leos essenciais
podem evitar a oxidacdo em pescado e inibir o crescimento de micro-organismos
deteriorantes (YUAN; CHEN; LI, 2016). Wang et al. (2018) constataram que o0s
revestimentos de quitosana e carvacrol tem grande potencial de embalagem ativa para

prolongar a vida util de camardo Litopenaeus vannamei.

1.6 Atividade antimicrobiana da quitosana e 6leos essenciais

A quitosana é um biopolimero natural com atividade antimicrobiana que pode ser
aplicado de diversas formas, tais como produtos farmacéuticos, alimentos, cosméticos e
produtos quimicos (HOSSEINNEJAD; JAFARI, 2016; MUXIKA et al., 2017). No entanto, a
quitosana & dependente de muitos fatores para exibir suas propriedades antimicrobianas,
incluindo as condicdes estruturais tais como peso molecular, grau de desacetilagdo, forma
derivada, concentragéo, fonte original e principalmente as condi¢cbes ambientais como o pH,
tipo de micro-organismo e certos materiais complexos (HOSSEINNEJAD; JAFARI, 2016)

Segundo Kulikov et al. (2014) a quitosana pode ser diferenciada pelo seu peso
molecular (PM) como quitosana de alto peso molecular, quitosana de baixo peso molecular e

oligoquitosana (quitosana de cadeia curta). Dotada de alto peso molecular ndo consegue
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passar pela membrana microbiana e, portanto, impregna na superficie celular, que blogueia o
transporte de nutrientes para a membrana celular microbiana, resultando em lise celular (LI et
al., 2010; TOKURA et al., 1997). Sob outra perspectiva, uma solucdo dissociada das
moléculas de quitosana, com menor peso molecular (<5000 kDa), pode se ligar ao DNA e
inibir a sintese do RNAm através da penetracdo em direcdo aos nucleos das bactérias (CHIEN
et al.,, 2016; KONG et al., 2008). Ao passo que na quitosana de alto peso molecular as
moléculas dissociadas de quitosana podem interagir com a membrana da célula para
modificar a permeabilidade celular (BADAWY; RABEA, 2009; KONG et al., 2008; LIU et
al., 2012).

Comercialmente a quitosana é produzida por desacetilacdo da quitina e no
processo de desacetilagéo, os grupos acetila da cadeia molecular da quitina séo retirados para
formar grupos amino, sendo o grau de desacetilacdo que determina o conteldo de grupos
amino livres em polissacarideos responsaveis pela distin¢do entre quitina e quitosana (quanto
maior o grau de desacetilacdo maior a solubilidade em solucdes acidas) (HOSSEINNEJAD;
JAFARI, 2016). Em geral, a quitosana com maior grau de desacetilacdo, que tem uma carga
positiva mais alta, tende a apresentar uma maior atividade antimicrobiana (TOLAIMATE et
al., 2003).

As funcGes antimicrobianas da quitosana séo limitadas porque 0s grupos amino na
estrutura principal da quitosana sé conseguem atuar como centros de carga positiva
relativamente fracos (HOSSEINNEJAD; JAFARI, 2016). Com o intuito de ampliar a
atividade antimicrobiana da quitosana, € plausivel aumentar a forca das cargas positivas nas
moléculas de quitosana ao doté-las de outros grupos com carga positiva (XIAO et al., 2011).
Vérias pesquisas vem sendo realizadas para aumentar a solubilidade da quitosana em agua e
estender as suas aplicacOes através da producdo de derivados funcionais de quitosana, tais
como carboximetilquitosana e carboximetilquitosana quaternizada (SUN et al., 2006). A
sintese de derivados que contém grupos antimicrobianos e sollveis em &gua pode facilitar a
utilizacdo da quitosana como material antimicrobiano (LI; YANG; YANG, 2015). Com o
intuito de alcancar esta finalidade, dois tipos de grupos funcionais reativos presentes na
quitosana (uma amina primaria e dois grupos hidroxila) podem ser utilizados para modificar
quimicamente suas propriedades e em ultima instancia aumentar o efeito antimicrobiano da
guitosana, esse tipo de quitosana é definida como derivada com grupos funcionais
antibacterianos duplos (FU et al., 2011).
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A quitosana em baixas concentracbes se junta a superficie celular carregada
negativamente, perturba a membrana celular e provoca a morte da célula, induzindo o
vazamento de componentes intracelulares, entretanto em concentracdes mais elevadas, a
quitosana protonada pode revestir a superficie celular e evitar o0 vazamento de componentes
intracelulares (HOSSEINNEJAD; JAFARI, 2016). E as células bacterianas carregadas
positivamente também se repelem e impedem a aglutinacdo (LIM; HUDSON, 2004).

A fonte de extracdo da quitosana pode influenciar a sua atividade antimicrobiana
(HOSSEINNEJAD; JAFARI, 2016). Chien et al. (2016) em pesquisa com quitosana de
carapaca de caranguejo e de cogumelo shiitake relataram intensa atividade antimicrobiana de
ambas as fontes frente as espécies de bactérias estudadas, mas a quitosana de shiitake foi mais

eficiente do que a de carapaca de caranguejo.

A atividade antimicrobiana da quitosana é mais acentuda em pH baixo, em virtude
da ionizacdo dos grupos amino da quitosana ocorrer em pH abaixo de 6 (DEVLIEGHERE;
VERMEULEN; DEBEVERE, 2004). Younes et al. (2014), relataram que a reducdo do pH
aumenta a adsorcdo da quitosana nas células bacterianas, provavelmente devido ao aumento
da carga positiva da quitosana. Pois a pH maior que 6, a quitosana tende a perder sua carga e
pode precipitar-se da solucdo por desprotonacdo dos grupos amino (HOLAPPA et al., 2006;
GUZEY; MCCLEMENTS, 2006).

Em termos gerais a quitosana pode apresentar efeitos antimicrobianos mais fortes
nas bactérias Gram positivas do que nas bactérias Gram negativas (HOSSEINNEJAD;
JAFARI, 2016). A hipotese de uma interacao eletrostatica entre a quitosana e a parede celular,
afirma que os micro-organismos Gram positivos podem ser mais suscetiveis do que os Gram
negativos, pois sua parede € composta por uma camada grossa de peptidoglicano e por
polimeros chamados &cidos teicoicos que sdo altamente carregados por grupos fosfato com
uma carga negativa, que poderiam estabelecer interacdes eletrostaticas com compostos
antimicrobianos cationicos, como a quitosana (FERNANDEZ-SAIZ; LAGARON; OCIO,
2009). Younes et al. (2014) observaram que a atividade antibacteriana da quitosana pode ser
melhorada para bactérias Gram negativas com o decréscimo do peso molecular da quitosana,

enguanto ocorre o efeito oposto com bactérias Gram positivas.

Véarios mecanismos foram sugeridos para esclarecer a atividade antimicrobiana
de oOleos essenciais, incluindo a separacdo da camada lipidica na membrana celular,

perturbando assim os sistemas enzimaticos, comprometendo o material genético das bactérias
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e formando hidroperoxidase dos acidos graxos causada pela oxigenacdo
de 4cidos graxos insaturados (ATARES; CHIRALT, 2016; BURT et al., 2007; DI PASQUA
et al.,2006).

Em oleo essencial de cravo, a acdo antimicrobiana pode ser atribuida ao eugenol,
pois 0 mesmo representa mais de 80% da composicdo deste 6leo. O eugenol pode ser
caracterizado como uma substancia de reconhecida atividade antibacteriana e anti-
inflamatoria (AFFONSO et al., 2012). No oOleo essencial do manjericdo a atividade
antimicrobiana tem sido principalmente associada aos seus constituintes majoritarios, o metil
chavicol e o linalol (MARTINS et al., 2010). Os 6leos essenciais citricos demonstram em
diversos estudos satisfatdria atividade antimicrobiana. Em destaque o 6leo essencial de casca
de tangerina que inibiu o crescimento bacteriano em amostras de carpa (Megalobrama
amblycephala) (HE; XIAO, 2012). Guerra et al. (2013) demonstraram a acéo antimicrobiana
de oleo essencial de limdo (Citrus limon). O Oleo essencial de horteld pode apresentar
comportamento inibitério ao crescimento de bactérias Gram positivas e Gram negativas
(SINGH; SHUSHNI; BELKHEIR, 2015). E o oleo essencial de louro também apresenta
consideravel potencial como antimicrobiano natural em alimentos (SILVEIRA, 2012).

A incorporacéo de 6leos essenciais (OEs) em filmes e revestimentos comestiveis a
base de polissacarideos, como a quitosana, representa um potencial promissor devido as suas
propriedades bactericidas e fungicidas (ALI; NOH; MUSTAFA, 2015). Oleos essenciais
como 0 cravo, a tangerina e o orégano podem ser adicionados com éxito aos filmes e
revestimentos de quitosana devido a acentuada atividade antimicrobiana contra uma vasta
gama de micro-organismos (LEKJING, 2016; SEVERINO et al., 2014; SHEKARFOROUSH
etal., 2015).

Nos filmes de quitosana incorporados com Oleos essenciais, o possivel
aparecimento de interacdes entre os componentes dos 6leos essenciais e da quitosana pode
abalar a eficiéncia da resposta antimicrobiana dos filmes (YUAN; CHEN; LI, 2016). A
quitosana pode interagir com o0s terpenos (principais componentes dos 6leos essenciais),
principalmente por interacbes fracas como as pontes de hidrogénio (MAYACHIEW;
DEVAHASTIN; MACKEY; NIRANJAN, 2010). Estas interacdes entre os 0leos e a matriz
polimérica da quitosana poderia reduzir a quantidade de 6leo liberada, aumentando assim a
atividade antimicrobiana e mantendo uma concentracéo relativamente alta de éleo no sistema

(WANG et al., 2011). Em contrapartida, as interagdes quimicas entre grupos funcionais de
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quitosana e os Gleos essenciais poderia levar a alteracdo das propriedades fisico-quimicas dos
filmes (YUAN; CHEN; LI, 2016). Consequentemente, o efeito antimicrobiano de filmes de

quitosana incorporados com 6leos essenciais pode ser alterado (WANG et al., 2011).

Em termos gerais, os filmes de quitosana incorporados com o0leos essenciais
exibem maior eficiéncia contra bactérias Gram positivas do que Gram negativas, 0 que pode
ser explicado pela diferenca caracteristica da membrana externa entre as bactérias Gram
positivas e bactérias Gram negativas, visto que a membrana externa das bactérias Gram
negativas restringe a difusdo de compostos hidrofobicos através da sua camada de
lipopolissacarideos (YUAN; CHEN; LI, 2016). Em vaérios estudos sobre a atividade
antimicrobiana de Gleos essenciais contra micro-organismos deteriorantes e patogénicos Burt

(2004) constatou que as bactérias Gram negativas eram mais resistentes aos 6leos essenciais.

Ademais da atividade antibacteriana da quitosana e dos Oleos essenciais, a
interagdo da quitosana com os Oleos essenciais pode aumentar a molhabilidade e as
propriedades interfaciais dos revestimentos de quitosana, que sdo primordiais para ampliar a
aderéncia da matriz do filme ou revestimento a superficie dos alimentos, eventualmente
aperfeicoando a eficiéncia antimicrobiana do polimero (KUREK; GALUS; DEBEAUFORT,
2014).

1.7 Qualidade e frescor do pescado

A qualidade dos alimentos estd relacionada a inUmeros aspectos, podendo ser
avaliada pela higiene, valor nutricional e dietético, frescor, facilidade de utilizacdo pelo
consumidor, suas propriedades intrinsecas e disponibilidade (NUNES; BATISTA,;
CARDOSO, 2007). O pescado pode ser caracterizado como um produto altamente perecivel,
tendo uma vida Gtil curta, devido a diversas reacdes quimicas e a deterioracdo microbiolégica
(DEHGHANI; HOSSEINI; REGENSTEIN, 2018). Sendo a carne do pescado favoravel a
deterioracdo, em consequéncia do rapido crescimento de micro-organismos e proliferacdo de
patogenos alimentares (SEDIGH-JASOUR; EHSANI; MEHRYAR; NAGHIBI, 2015). Para
manter a qualidade do pescado, torna-se primordial a implantacdo de praticas de higiene e de
conservacdo em toda a cadeia produtiva, desde a captura até a comercializacdo (SOUZA, et
al., 2013).

Inmeros fatores podem ser responsaveis pela rapida alteragdo no frescor do

pescado, como o local de captura e o tamanho do pescado, a quantidade de lipideos existente,
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0 método de captura, a carga bacteriana existente e a temperatura de estocagem (LOSADA et
al., 2005). A rancificagdo € um sério contratempo em pescado rico em acidos graxos,
relacionada principalmente com o armazenamento seco ou congelado e geralmente prejudica
a sua vida util com o aparecimento de sabores desagradaveis (DEHGHANI; HOSSEINI;
REGENSTEIN, 2018).

A qualidade do pescado pode ser determinada através de métodos
microbioldgicos, fisico-quimicos ou sensoriais (OZYURT et al.,, 2009). Os métodos
microbiologicos sdo responsaveis pela avaliacdo do crescimento de bactérias deteriorantes,
testes fisico-quimicos estdo diretamente ligados a avaliagdo da formacdo de compostos de
degradacdo (determinacdo do pH, aménia e quantificagdo do nitrogénio das bases volateis
totais) e testes sensoriais utilizam os 6rgdos do sentido para determinar a qualidade do
pescado (GONCALVES, 2011).

A determinacdo do pH muscular € um método utilizado para avaliar o frescor com
ressalvas, mas, no entanto, é uma metodologia simples e de rapida execucdo (FONTES et al.,
2007). Um dos métodos mais utilizados para a determinacdo do frescor do pescado é a
quantificacdo do Nitrogénio das Bases Volateis Totais (N-BVT), pois apresenta uma
metodologia analitica simples e um custo infimo (MALLE; POUMEYROL, 1989). Em uma
amostra de pescado, o valor de N-BVT representa a quantificagdo de aminas como a
Trimetilamina (TMA), dimetilamina (DMA) e amdnia, que séo formadas durante o processo
de deterioracdo do pescado (HOWGATE, 2010). O frescor do ponto de vista microbioldgico €
um importante parametro de qualidade em pescado, ja que o crescimento microbiano é um
dos fatores primordiais que conduzem a deterioragcdo deste grupo alimentar (GERMANO;
GERMANO, 2008; GONCALVES, 2011). Ainda assim o grau de frescor pode estar
diretamente associado a qualidade do pescado, ou seja, a avaliagdo das caracteristicas
observadas sensorialmente pelo consumidor no momento da aquisi¢cdo do produto, como o
aspecto geral, 0 odor e a coloracdo dos olhos e das branquias (BORGES et al., 2013).

Varios aspectos relacionados ao pescado podem estar associados a sua perda de
qualidade como as condig¢des de higiene no processamento, transporte e armazenamento, o pH
préximo a neutralidade, a elevada atividade de agua nos tecidos, o alto teor de nutrientes, a
acao de enzimas autoliticas presentes nos tecidos e a alta atividade metabdlica da microbiota
presente (ABREU et al, 2008; SOARES; VALE; JUNQUEIRA, 1998).
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1.8 Informac0es gerais sobre o camarao

1.8.1 Camarao marinho - Litopenaeus vannamei

O camardo marinho (Litopenaeus vannamei) é nativo da costa do oceano Pacifico
e pode ser encontrado desde a Provincia de Sonora, no México até o Sul de Tumbes, no Peru
(BARBIERI JUNIOR; OSTRENSKY NETO, 2002; YUAN; LV; TANG; ZHANG; SUN,
2016). O Litopenaeus vannamei (FIGURA 3) conhecido popularmente como camardo branco
do pacifico ou camardo cinza apresenta facil adaptabilidade as condig¢des de cultivo, além de
alta taxa de crescimento e tolerancia a ampla faixa de salinidade (COSTA, 2004). Tendo
papel de destaque entre as espécies mais cultivadas no mundo devido a sua tipica coloracgéo e

ampla aceitacdo nos mercados internacionais (SANTOS et al., 2009).

Figura 3 — Camardo marinho Litopenaeus vannamei

Fonte: Propria do autor (2018)

No Brasil é a espécie de camardo mais cultivada, sendo introduzido no pais no
inicio da década de 1980, proveniente do México, El Salvador, Panama, Colémbia, Equador,
Peru e Venezuela (MOLES; BUNGE, 2002). A partir da década de 1990, os laboratorios
brasileiros conseguiram dominar as tecnologias relacionadas a reproducéo e producao de pés-
larvas dessa espécie, iniciando a distribuicdo comercial e intensificando as validacdes
tecnoldgicas nas fazendas de cultivo (LIMA, 2007). Impulsionados pelo modelo bem
sucedido da larvicultura, os avangos tecnologicos relacionados ao cultivo de camardes, como
0 uso de aeradores e maquinas de despesca, 0 manejo no fundo do tanque e a utilizagdo de
comedouros fixos na alimentacdo, e o sistema de beneficiamento como o processamento e 0
controle de qualidade, viabilizaram o desenvolvimento da carcinicultura como um todo
(CAVALCANTI, 2003).
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Em virtude do total conhencimento da tecnologia de produgdo da espécie L.
vannamei, a carcinicultura brasileira sofreu um répido desenvolvimento, principalmente na
Regido Nordeste que chegou a ser responsavel por 95,2% da producdo nacional (ROCHA;
RODRIGUES; AMORIM, 2004). Esta espécie tem este grande potencial devido a boa
adaptacdo as condi¢des climéticas brasileiras, rusticidade, crescimento favoravel e tolerancia
a salinidade (CASTRO; PAGANI, 2004).

1.8.2 Camarao como alimento

O camardo se destaca mundialmente como importante alimento, devido ao seu
consideravel valor nutricional e econdmico (YUAN; LV; TANG; ZHANG; SUN, 2016).
Sendo um produto de alto valor comercial e bastante apreciado pelos consumidores por
apresentar caracteristicas sensoriais tais como: textura, sabor e aroma favoraveis (BORN,
2012). Mas apesar de apresentar sabor e textura singulares pode ter uma vida util limitada
devido a alteracBes bioquimicas, microbioldgicas ou fisicas durante a estocagem (ALOTAIBI;
TAHERGORABI, 2018). Como produto pesqueiro tem sido alvo de inimeras pesquisas
cientificas devido a vida util curta, em razdo da elevada atividade de agua, composicdo
quimica, gordura insaturada e pH neutro (GONCALVES, 2011). Na sua carne também
contém grande quantidade de aminoécidos livres que podem contribuir para a sua
deterioracdo (YASSORALIPOUR et al., 2013).

Técnicas convencionais de preservacdo, tais como armazenamento frio,
congelamento e refrigeracdo podem ser utilizadas para manter a qualidade e prolongar a vida
de prateleira do camardo (WANG et al., 2018). Contudo, estas técnicas convencionais podem
ndo anular eficientemente a deterioracdo (ARANCIBIA et al., 2015). Assim os filmes e
revestimentos comestiveis podem ser utilizados como uma excelente alternativa para
aumentar a vida de prateleira do camardo (ARANCIBIA et al., 2014b; FARAJZADEH et al.,
2016).
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2 FILMES E REVESTIMENTOS COMESTIVEIS DE QUITOSANA E OLEOS
ESSENCIAIS

RESUMO

Os avancos na area alimenticia levaram ao desenvolvimento de filmes e revestimentos
comestiveis a base de polimeros naturais como a quitosana, devido a sua atividade
antimicrobiana, maior resisténcia a agua e menor permeabilidade aos vapores de agua. Nesse
contexto, a acdo antimicrobiana dos 6leos essenciais também tem sido amplamente estudada e
tém potencial promissor. O presente estudo teve por objetivo avaliar as propriedades fisicas e
mecanicas dos filmes com diferentes concentracdes de quitosana e 6leos essenciais (cravo,
horteld, liméo, louro, manjericdo e tangerina), aléem de avaliar a atividade antimicrobiana dos
revestimentos dos mesmos componentes dos filmes. Os filmes e revestimentos de quitosana
(1%, 1,5% e 2%) e Oleos essenciais (0,5 e 1%) foram divididos em 39 tratamentos. Foram
avaliadas as propriedades dos filmes como a solubilidade, permeabilidade ao vapor de agua
(PVA), cor, opacidade, resisténcia a tracdo, elongacdo na ruptura e modulo de elasticidade em
todos os tratamentos. A atividade antimicrobiana dos revestimentos foi testada quanto a cepas
padrdes de Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Salmonella
enterica ATCC 13076 e Vibrio parahaemolyticus 1I0C 18950. A solubilidade dos filmes
registrou variacdo de 16,14 a 33,59% e apresentou diferencas significativas (p<0,05) de
acordo com a concentracdo de quitosana e 6leo essencial. Na PVA ocorreu uma variacdo de
0,93 a 2,02 g/m.dia.atm, a espessura dos filmes variou de 0,060 a 0,147 mm, em ambos 0s
testes a diferenca apresentada foi significativa (p<0,05) entre os tratamentos. Foram também
significativas as diferencas de cor, opacidade, resisténcia a tracdo, elongacdo na ruptura e
maodulo de elasticidade de acordo com a concentracdo de quitosana e 6leo essencial. Todos 0s
revestimentos apresentaram a formacdo de halo de inibicdo, evidenciando sua atividade
antimicrobiana frente as cepas padrdes utilizadas e apresentaram diferencas significativas
(p<0,05) entre os tratamentos. Filmes e revestimentos a base de quitosana e Gleos essenciais
podem ser utilizados para prolongar a vida util e manter a qualidade de alimentos devido a

suas excelentes propriedades e atividade antimicrobiana.

Palavras-chave: Biopolimero. Compostos volateis. Propriedades fisicas e mecanicas,

Atividade antimicrobiana.
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ABSTRACT

Advances in the food area led to the development of edible films and coatings
materials based on natural polymers such as chitosan, due to their antimicrobial activity,
resistance to water and less permeability to water vapors. In this context, the antimicrobial
action of essential oils has also been widely studied and presents a promising potential. The
aim of the present study was to evaluate the physical and mechanical properties of films with
different concentrations of chitosan and essential oils (clove, Peppermint, lemon, laurel, basil,
and tangerine), as well as to evaluate the antimicrobial activity of coatings of the films
components. The films and coatings of chitosan (1%, 1.5% and 2%) and essential oils (0.5
and 1%) were divided into 39 treatments. The properties of films such as solubility, water
vapor permeability (WVP), color, opacity, tensile strength, elongation at break and elastic
modulus in all treatments were evaluated. The antimicrobial activity of the coatings was
tested for standard strains of Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC
25923, Salmonella enterica ATCC 13076 and Vibrio parahaemolyticus 10C 18950. The
solubility of the films varied of 16.14 to 33.59% and presented significant differences
(p<0.05) according to the concentration of chitosan and essential oil. In WVP, these was a
variation from 0.93 to 2.02 g/m.day.atm, the thickness of the films ranged from 0.060 to 0.147
mm, in both tests was observed difference significant (p<0.05) between the treatments.
Differences in color, opacity, tensile strength, elongation at break and elastic modulus were
also significant according to the concentration of chitosan and essential oil. All coatings
presented inhibition halo formation, evidencing their antimicrobial activity against the
standard strains and presented significant differences (p<0.05) between the treatments. Films
and coatings based on chitosan and essential oils can be used to extend shelf life and maintain
food quality due to their excellent properties and antimicrobial activity.

Keywords: Biopolymer. Volatile compounds. Physical and mechanical properties.

Antimicrobial activity.
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2.1 Introducao

A demanda cada vez maior dos consumidores por alimentos com alto nivel de
qualidade, além da preocupacdo com o meio ambiente quanto ao aumento do efeito adverso
das embalagens sintéticas, tem orientado a industria de alimentos ao desenvolvimento de
filmes e revestimentos comestiveis (BEVERLYA et al., 2008). Revestimentos comestiveis
sdo aplicados em forma liquida enquanto os filmes comestiveis sdo peliculas sélidas utilizadas
para embrulhar produtos alimentares (FALGUERA et al., 2011). Os filmes e revestimentos
comestiveis desempenham uma excelente vantagem em relacéo as embalagens sintéticas, pois
auxiliam no tempo de conservacdo dos alimentos devido a suas propriedades de barreira e por
introduzir compostos funcionais importantes na alimentacdo (SRINIVASA; RAMESH,;
THARANATHAN, 2007). Assim os filmes e revestimentos séo as formas mais vantajosas
para manter a qualidade e seguranca de varios tipos de produtos alimentares (DEHGHANI;
HOSSEINI; REGENSTEIN, 2018).

A utilizagdo de filmes comestiveis de polimeros naturais e biodegradaveis tem
sido uma importante alternativa a substituicdo de embalagens plasticas devido a sua excelente
biodegradabilidade, biocompatibilidade e a sua gama de potenciais aplicacbes (SHOJAEE-
ALIABADI et al., 2014). Na producéo de filmes e revestimentos podemos detacar trés tipos
de materiais utilizados: polissacarideos, tais como amido, celulose, alginato, carragenana,
quitosana e pectina; proteinas, como caseina, proteina de soja, zeina, glaten, queratina e
albumina; e lipidios, como cera de candelilla, cera de abelha, cera de carnaiba e 6leo mineral
(SOUZA et al., 2010b).

Um dos principais compostos que constituem os residuos de camardes,
caranguejos e siris é a quitina, correspondendo 15 a 20% do peso da carapaca. Devido a sua
versatilidade a quitina pode ser utilizada em aplicacfes na area médica, farmacéutica e na
indUstria alimenticia, mas seu principal destino é a producéo de quitosana que é um polimero

natural derivado da desacetilagdo de quitina.

A quitosana € um material para a producdo de filmes comestiveis que merece
atencdo pelo grande potencial de formar filmes, ampla atividade antimicrobiana e
compatibilidade com outras substancias (SABAGHI et al., 2015). Filmes e revestimentos a
base de quitosana podem ser utilizados com seguranca para prolongar a vida Util e manter a
qualidade de diversos alimentos devido a sua natureza ndo tdxica e biodegradavel e a sua
disponibilidade comercial (THARANATHAN; KITTUR, 2003). Os filmes de quitosana
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apresentam coloracdo clara, forga e flexibilidade, que proporcionam excelentes barreiras ao
oxigénio, bem como ampla agé&o antimicrobiana (ESCAMILLA-GARCIA et al., 2013).

Os Oleos esséncias sdo compostos volateis, naturais e complexos, possuem um
forte odor e sdo constituidos a partir de plantas aromaticas como metabdlitos secundarios,
possuindo propriedades medicinais (BAKKALI et al., 2008). Pois aléem de apresentarem
atividade antioxidante e anti-inflamatéria sdo considerados como 0s agentes antimicrobianos
mais importantes presentes nas plantas (BAJPAI et al., 2008). A incorporacdo de 0leos
essenciais de plantas representam uma possibilidade relevante de lipidios que podem ser
adicionados aos filmes e revestimentos comestiveis (SHEN; KAMDEM, 2015). Compostos
volateis como os 6leos essenciais podem ser incorporados aos filmes para incrementar suas
propriedades funcionais, como a permeabilidade ao vapor de agua, bem como as propriedades
antimicrobianas e antioxidantes (GARCIA; MARTINO; ZARITZKY, 2000; SEDYIM;
SARIKUS, 2006).

As principais propriedades funcionais dos filmes utilizados para embalagens de
alimentos sdo as propriedades dpticas, mecanicas e de barreira (FERNANDES, 2014). Quanto
ao aspecto visual, os filmes devem exibir opacidade e coloracdo atrativas, e ndo apresentar
alteracdes na cor ao longo do tempo de estocagem para ndo afetar a aceitacdo do produto
embalado (FERREIRA, 2006). A resisténcia a ruptura e a abrasdo sdo importantes
propriedades, pois os filmes devem ser resistentes para reforcar a estrutura do produto,
facilitar o seu manejo e se adaptar as possiveis deformacdes sem se romper
(SARANTOPOULOS et al., 2002). Nos ultimos anos, diferentes trabalhos estudaram o uso de
acidos graxos como componentes lipidicos para serem incorporados aos filmes de quitosana
para melhorar a barreira ao vapor de dgua (RUIZ-NAVAJAS et al., 2013; TEIXEIRA et al.,
2014).

Filmes e revestimentos de quitosana tém sido amplamente utilizados devido a sua
capacidade de inibir o crescimento de diversas bacterias e patogenos fungicos (ROMANAZZI
et al., 2002). A adicéo de 6leos essenciais em filmes e revestimentos comestiveis de quitosana
pode ser uma alternativa vantajosa para incrementar as propriedades antimicrobianas da
guitosana, a0 mesmo tempo em que a matriz higroscopica pode ter seu carater reduzido
(PERDONES et al., 2016).

O presente estudo tem por objetivo avaliar as propriedades fisicas e mecanicas dos

filmes com diferentes concentracfes de quitosana e 6leos essenciais (cravo, horteld, limao,
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louro, manjericéo e tangerina) tais como solubilidade, permeabilidade ao vapor de agua, cor,
opacidade, resisténcia a tracdo, elongacdo na ruptura e médulo de elasticidade, além de

avaliar a atividade antimicrobiana dos revestimentos de seus componentes isolados.
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2.2 Objetivos

2.2.1 Objetivo geral

Avaliar as propriedades fisicas e mecanicas dos filmes com diferentes
concentracfes de quitosana e 6leos essenciais (cravo, horteld, limdo, louro, manjericdo e
tangerina) e a atividade antimicrobiana dos revestimentos comestiveis dos mesmos

componentes dos filmes.
2.2.2 Objetivos especificos

- Elaborar filmes e revestimentos comestiveis a base de quitosana e 06leos

essenciais;

- Avaliar as propriedades fisicas (solubilidade, permeabilidade ao vapor de agua,
cor e opacidade) e mecanicas (resisténcia a tracdo, elongacdo na ruptura e modulo de

elasticidade) dos filmes comestiveis de quitosana e 6leos essenciais;

- Investigar a acdo antimicrobiana dos revestimentos comestiveis de quitosana e

0leos essenciais.



44

2.3 Material e métodos
2.3.1 Materiais para producao de revestimentos e filmes comestiveis

A quitosana de alto peso molecular utilizada no experimento (FIGURA 4), com

grau de desacetilacdo de 95,1%, foi obtida na empresa Polymar Industria e Comércio Ltda.

Figura 4 — Quitosana em pé utilizada nos filmes e revestimentos comestiveis.

Quitosana Comercial

- 3

Fonte: Propria do autor (2018).

Foram testados 12 dleos essenciais quanto a sua incorporagao nos revestimentos e
filmes de quitosana. Os Oleos essenciais testados foram andiroba, pequi, gengibre, noz
moscada, canela, palmarosa, cravo, horteld, limdo, louro, manjericdo e tangerina, mas 0s seis
primeiros Oleos ndo obtiveram uma boa homogeneizacdo com a solucdo filmogénica de
quitosana (revestimento), pois apds a secagem dos filmes foi visivel a presenca de gotas de
6leo na superficie dos filmes. Assim os 6leos de cravo, horteld, limdo, louro, manjericdo e
tangerina foram escolhidos devido a sua satisfatoria homogeneizagédo/incorporagdo do 6leo ao
revestimento e ou filme de quitosana, ndo apresentando gotas de 6leo na superficie dos filmes

ap6s a sua secagem.

Os 06leos essenciais essenciais (FIGURA 5) de cravo (Eugenia caryophyllus),
horteld (Mentha piperita), limdo (Citrus limonum), manjericdo (Ocimum basilicum) e
tangerina (Citrus nobilis) foram adquiridos na empresa Bioesséncia e 0 Gleo essencial de
louro (Laurus nobilis) na empresa Terra flor. E também foram utilizados acido latico e
glicerol da marca Dinamica.
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Figura 5 — Oleos essenciais utilizados nos filmes e revestimentos comestiveis.

Fonte: Propria do autor (2018).

2.3.2 Preparacdo dos revestimentos comestiveis de quitosana e 6leos essenciais

As solugdes filmogénicas (revestimentos) foram produzidas no Laboratério de
Tecnologia do Pescado (LATEPE), da Universidade Federal do Ceara. A metodologia
utilizada esta de acordo com SOUZA et al., (2010a), com adaptacBes. Todos os revestimentos
produzidos nas concentracdes de quitosana 1%, 1,5% e 2 % (p/v) foram solubilizados em
solucdo de é&cido latico a 1% (v/v) sob agitacdo com auxilio de agitador magnético
(FISATOM Modelo 753) durante 3 horas, em temperatura ambiente e o glicerol 0,5% (v/v)
foi utilizado como plastificante. Apds a solubilizacdo dos revestimentos de quitosana foi
incorporado separamente cada Oleo essencial (cravo, horteld, limdo, louro manjericdo e
tangerina) nas concentragdes de 0,5% e 1% (v/v) também sob agitacdo por 30 minutos. Para
cada revestimento foi mensuarado o valor de pH com o auxilio de potencidbmetro digital
(KASVI Modelo K39-2014B). A analise foi realizada em duplicata pela medicdo direta da

solucdo filmogénica (revestimento).

2.3.3 Preparacéo dos filmes comestiveis de quitosana e 6leos essenciais

Todos os revestimentos foram utilizados para a preparacdo dos filmes de
quitosana 1%, 1,5% e 2% e Oleos essenciais (0,5% e 1%). Sendo produzidos através da
técnica de casting (evaporacdo do solvente), conforme SOUZA et al., (2010a), com
adaptacdes, onde 28 mL de cada revestimento preparado foi dispensado sobre a superficie de
placas de Petri de 9 cm de didmetro e a secagem foi realizada em estufa de recirculacdo

(Marca Nova Etica) em temperatura controlada de 35 °C por 36 h. Apds secagem as amostras
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foram acondionadas em dessecador contendo silica gel, com umidade relativa e temperatura

contantes, respectivamente 10% e 25° C.

2.3.4 Descricao dos revestimentos e filmes comestiveis

De acordo com a descricdo (QUADRO 2) foram elaborados 3 revestimentos de
quitosana (solucdes mées de 1% 1,5% e 2%) e 36 revestimentos de quitosana com 0leos
essenciais de cravo, horteld, liméo, louro, manjericéo e tangerina (0,5% e 1%), totalizando 39
tratamentos. Sendo divididos em trés grupos (cada grupo com 13 revestimentos de quitosana e
6leos essenciais) de acordo com a concentracdo de quitosana (1%, 1,5% e 2%) e os filmes

foram denominados da mesma maneira que 0s revestimentos.



Quadro 2 — Descricdo dos revestimentos comestiveis de quitosana e 0Oleos essenciais

produzidos em laboratorio

REVESTIMENTOS

1% Q
1% Q - CR 0,5%
1% Q- CR 1%
1% Q - HO 0,5%
1% Q - HO 1%
1% Q- L10,5%
1% Q- L1 1%
1% Q - LO 0,5%
1% Q-LO 1%
1% Q - MA 0,5%
1% Q - MA 1%
1% Q- TA 0,5%
1% Q- TA 1%

Revestimento de 1% de quitosana

Revestimento de 1% de quitosana com 0,5 % de 6leo essencial de cravo
Revestimento de 1% de quitosana com 1% de 6leo essencial de cravo
Revestimento de 1% de quitosana com 0,5 % de 6leo essencial de horteld
Revestimento de 1% de quitosana com 1% de 6leo essencial de horteld
Revestimento de 1% de quitosana com 0,5 % de 6leo essencial de limédo
Revestimento de 1% de quitosana com 1% de 6leo essencial de liméo
Revestimento de 1% de quitosana com 0,5 % de 6leo essencial de louro
Revestimento de 1% de quitosana com 1% de 6leo essencial de louro
Revestimento de 1% de quitosana com 0,5 % de 6leo essencial de manjericdo
Revestimento de 1% de quitosana com 1% de 6leo essencial de manjericédo
Revestimento de 1% de quitosana com 0,5 % de éleo essencial de tangerina
Revestimento de 1% de quitosana com 1% de 6leo essencial de tangerina

1,5% Q

1,5% Q - CR 0,5%
1,5% Q - CR 1%
1,5% Q - HO 0,5%
1,5% Q - HO 1%
1,5% Q - L1 0,5%
1,5% Q- L1 1%
1,5% Q - LO 0,5%
1,5% Q - LO 1%
1,5% Q - MA 0,5%
1,5% Q - MA 1%
1,5% Q - TA 0,5%
1,5% Q - TA 1%

Revestimento de 1,5% de quitosana

Revestimento de 1,5% de quitosana com 0,5 % de 6leo essencial de cravo
Revestimento de 1,5% de quitosana com 1% de 6leo essencial de cravo
Revestimento de 1,5% de quitosana com 0,5 % de dleo essencial de horteld
Revestimento de 1,5% de quitosana com 1% de éleo essencial de horteld
Revestimento de 1,5% de quitosana com 0,5 % de 6leo essencial de limao
Revestimento de 1,5% de quitosana com 1% de 6leo essencial de liméo
Revestimento de 1,5% de quitosana com 0,5 % de 6leo essencial de louro
Revestimento de 1,5% de quitosana com 1% de 6leo essencial de louro
Revestimento de 1,5% de quitosana com 0,5 % de dleo essencial de manjericéo
Revestimento de 1,5% de quitosana com 1% de éleo essencial de manjericéo
Revestimento de 1,5% de quitosana com 0,5 % de dleo essencial de tangerina
Revestimento de 1,5% de quitosana com 1% de éleo essencial de tangerina

2% Q

2% Q - CR 0,5%
2% Q - CR 1%
2% Q - HO 0,5%
2% Q - HO 1%
2% Q- L10,5%
2% Q- L1 1%
2% Q- LO 0,5%
2% Q- LO 1%
2% Q - MA 0,5%
2% Q - MA 1%
2% Q- TA 0,5%
2% Q- TA 1%

Revestimento de 2 % de quitosana

Revestimento de 2 % de quitosana com 0,5 % de 6leo essencial de cravo
Revestimento de 2 % de quitosana com 1% de 6leo essencial de cravo
Revestimento de 2 % de quitosana com 0,5 % de 6leo essencial de hortela
Revestimento de 2 % de quitosana com 1% de éleo essencial de horteld
Revestimento de 2 % de quitosana com 0,5 % de 6leo essencial de liméo
Revestimento de 2 % de quitosana com 1% de dleo essencial de limao
Revestimento de 2 % de quitosana com 0,5 % de 6leo essencial de louro
Revestimento de 2 % de quitosana com 1% de 6leo essencial de louro
Revestimento de 2 % de quitosana com 0,5 % de 6leo essencial de manjericdo
Revestimento de 2 % de quitosana com 1% de 6leo essencial de manjericéo
Revestimento de 2 % de quitosana com 0,5 % de 6leo essencial de tangerina
Revestimento de 2 % de quitosana com 1% de 6leo essencial de tangerina

Fonte: Propria do autor (2018).
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2.3.5 Propriedades dos filmes comestiveis de quitosana e 6leos essenciais

2.3.5.1 Solubilidade em agua

A solubilidade pode ser definida como a porcentagem da matéria seca do filme
apos 24 h de imersdo em agua destilada (GONTARD; GUILBERT; CUQ, 1992). A matéria
seca inicial dos filmes foi determinada por secagem de discos com 2 cm de diametro em
estufa, a 105 °C, durante 24 h. Apo0s este periodo, os discos foram pesados e imersos em 50
mL de &gua destilada, com agitacdo periddica de 82 rpm em mesa agitadora orbital SL 180
(marca SOLAB), por 24 h a 25 °C. Em seguida os filmes foram retirados da imerséo e secos
em esfufa (105 °C por 24 h) para determinar a matéria seca final. A solubilidade foi expressa
como a diferenca entre a matéria seca inicial e final em relacdo a matéria seca inicial. Todos

os testes foram realizados em triplicata.

2.3.5.2 Permeabilidade ao vapor de 4gua e espessura

A permeabilidade ao vapor de agua (PVA) foi determinada por gravimetria
baseada no método ASTM E96-92 (GUILLARD et al.,, 2003; MCHUGH; AVENA-
BUSTILLOS; KROCHTA, 1993). Os filmes testados foram selados no topo de uma célula de
permeacao contendo 50 mL de agua destilada (100% UR; 2337 Pa, pressao de vapor a 20 °C),
acondicionados em dessecador a 25 °C e 10% UR com silica gel. As células foram pesadas
em intervalos de 2 horas durante 10 horas (FIGURA 6).

Figura 6 — Dessecador para acondicionamento das células de permeacdo (a)
e celtla de permeacdo com filme de quitosana (b)

Fonte: Propria do autor (2016)

Sendo o valor de permeabilidade determinado pela perda de agua no interior da
célula para a silica presente no dessecador. Condicdes de pressdao de agua em estado
estacionario e uniforme foram assumidas, mantendo a circulagcdo de ar constante fora da

célula de teste usando um ventilador em miniatura no interior do dessecador. A inclinacdo da



49

curva que representa a perda de peso em funcdo do tempo foi obtida por regresséo linear. A
PVA dos filmes foi definida de acordo com a equacéo 1:

PVA = (ITVAX1L) ™
AP

Em que TTVA é a taxa de transmissdo de vapor de agua (g x m™ n) calculada
através do filme (a partir da inclinacdo da curva dividida pela area do filme), L é a espessura
média do filme (m) ¢ AP ¢ a diferenca de pressdo parcial de vapor de &gua (atm) nos dois
lados do filme. Para cada filme foram realizadas trés repeticoes.

A espessura dos filmes foi mensurada com micrémetro digital da marca Digimess, em

dez diferentes pontos de cada filme avaliado.

2.3.5.3 Propriedades mecanicas

Os ensaios de tracdo mecanica dos filmes (resisténcia a tracdo, elongagdo na
ruptura e modulo de elasticidade) foram realizados no Laboratério de Tecnologia da

Biomassa da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA), Fortaleza - CE.

O corte dos filmes para a realizacdo dos ensaios de tracdo foi realizado com o
auxilio de prensa estampadora pneumatica Marca CEAST (FIGURA 7), com pressdao de
operacdo 7 bar, apos o corte todas as amostras foram denominadas de corpos de prova com

comprimento de 63,24 mm e largura de 12,86 mm.

Figura 7 - Prensa estampadora pneumatica utilizada para corte dos filmes
(corpos de prova)

Fonte: Prépria do autor (2016).



50

Os filmes antes da realizagdo dos ensaios de tracdo foram acondicionados em
dessecador contendo nitrato de magnésio hexahidratado (Mg(NO3), x 6H,0) para manté-los
em ambiente com umidade relativa e temperatura, respectivamente, de 50 + 5% e 24 + 2°C,
por no minimo 40 horas. Nos ensaios de tracdo, os corpos de prova foram afixados por meio
de garras acopladas a uma travessa movel da Maquina Universal de Ensaio (EMIC, modelo
DL 3000), com uma célula de carga de 100 N (FIGURA 8), seguindo as orientagcdes da
ASTM-D-882-91 (1991). Sendo a taxa de deformacdo de tracdo controlada pelo mecanismo
de direcionamento, enquanto a tensdo de tracdo sustentada pela amostra foi registrada pela
célula de carga, ambos acoplados a travessa fixa. A velocidade de tracionamento utilizada foi
de 50 mm/min e a distancia inicial entre as garras foi de 30 mm. Os ensaios foram realizados

em cinco repeti¢des para cada amostra.

Figura 8 — Vista geral do EMIC (a) e o corpo de prova acoplado ao equipamento (b).

Fonte: Propria do autor (2016).

A resisténcia a tragdo pode ser definida como a tensdo méxima que um material
pode suportar ao ser elongado antes de ocorrer a ruptura, a elongacdo na ruptura representa a
capacidadade maxima de elongamento de um filme e o modulo de elasticidade ou médulo de

Young esta relacionado a rigidez do material utilizado no filme.
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2.3.5.4 Cor e poacidade

A cor dos filmes foi determinada com auxilio de colorimetro digital (Konica
Minolta) no Laboratorio de Industria e Processos, na Universidade do Minho, Portugal. Uma
placa de cor branca foi utilizada como um padrédo de calibragdo e como base para as
medicdes de cor dos filmes. Os valores dos pard@metros cromaticos L* (luminosidade/brilho),
a* (do vermelho ao verde) e b* (do azul ao amarelo) foram determinados de acordo com o

sistema CIELab e mensurados em nove pontos de cada amostra de filme.

A opacidade dos filmes também foi determinada com auxilio de colorimetro
Digital (Konica Minolta) e segundo a escala de cores Hunterlab. De acordo com este método,
a opacidade () foi calculada como a razéo entre a opacidade de cada amostra sobre o padréo
preto (YB) e a opacidade de cada amostra no padrédo branco (YW). As medi¢fes foram
realizadas em nove pontos de cada filme e os resultados expressos em porcentagem de acordo

com a equacao 2.

Opacidade (%) = _YB x 100 )
YW

2.3.6 Atividade antimicrobiana dos revestimentos comestiveis de quitosana e 0leos

essenciais
2.3.6.1 Cepas bacterianas

Primeiramente foi testada a atividade antibacteriana dos 6leos essenciais puros
(cravo, horteld, limdo, louro, manjericdo e tangerina) pelo método de difusdo em &gar de
acordo com a Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2013). Esta metodologia
frente as cepas padrdes de bactérias (Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli
ATCC 25922, Salmonella enterica ATCC 13076 e Vibrio parahaemolyticus I0C 18950).
Como controle positivo foi utilizado ampicilina (10mcg) e glicerol (Marca Dinamica) como
controle negativo.

A atividade antimicrobiana dos 39 revestimentos de quitosana e 6leos essenciais
foi determinada pela mesma metodologia de difusdo em &gar utilizada nos 6leos essenciais,
também frente as cepas padrbes de Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli
ATCC 25922, Salmonella enterica ATCC 13076 e Vibrio parahaemolyticus IOC 18950.
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2.3.6.2 Inbculos bacterianos e a técnica de difusdo em Agar

Conforme a CLSI (2013) os indculos bacterianos a partir das cepas padroes
crescidos em Agar Triptona de Soja (TSA) por 24h/35 °C foram homogeneizados em 9 mL de
solucdo salina 0,85% de cloreto de sédio (p/v) para Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Salmonella enterica e 9 mL de solugdo salina 1% de cloreto de sodio (p/v) para Vibrio
parahaemolyticus. A absorbancia dos indculos bacterianos foi mensurada em
espectrofotometro (Micronal), com comprimento de onda de 625nm e ajustada a uma a
turbidez oOptica (0,08 — 0,10), equivalente a 0,5 na escala de McFarland, comparédvel a uma
solucdo em suspensdo com aproximadamente 1x10° unidades formadoras de coldnia por
mililitro (UFC / mL). Em seguida com o auxilio de um “swab” estéril o in6culo bacteriano
homogeneizado foi espalhado uniformemente sobre a superficie de placas de petri contendo
Agar Mueller-Hinton. Sendo os pogos (@6mm) perfurados com auxilio de perfurador
esterilizado e uma aliquota de 35uL de cada 6leo essencial e 150 pL de cada revestimento foi
depositada em cada poco. Todos os testes foram realizados em duplicata e as placas foram
incubadas em estufa bacterioldgica a 35 °C por 48 h. Apds o periodo de incubacédo, foi
verificada a presencga ou ndo de halo transparente ao redor dos pocos e cada halo transparente
presente (indicativo de atividade antimicrobiana) foi medido com auxilio de paquimetro

digital (Digimess) conforme esquematizado na Figura 9.
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Figura 9 — Fluxograma da atividade antimicrobiana dos revestimentos comestiveis de
quitosana e 0leos essenciais - técnica de difusdo em &gar.
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halos de inibigdo com
paquimetro

Perfuragao dos pogos, identificagao e
aplicagao dos revestimentos

Fonte: Prépria do autor (2018)
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2.3.7 Analise estatistica

Os dados foram avaliados através de analise de variancia (ANOVA) e o teste de
Tukey foi utilizado para a comparacédo entre as médias ao nivel de 5% de significancia. Para a
analise dos dados foi utilizado o software estatistico StatSoft STATISTICA verséo 7.0.
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2.4 Resultados e discussao

2.4.1 Potencial hidrogenidnico (pH) dos revestimentos de quitosana e 6leos essenciais

Os valores de pH das solucBes filmogénicas (revestimentos) de quitosana e 6leos
essenciais estdo dispostos na Tabela 1. Observa-se que os valores de pH dos revestimentos de
quitosana dos grupos 1% Q, 1,5% Q e 2% Q acrescidos ou ndo de 6leos essenciais tiveram
uma variacdo de 3,83 a 4,56, evidenciando um aumento do valor de pH de acordo com a

maior concentracdo de quitosana.

Tabela 1 — Valores de pH (média + desvio padrdo) dos revestimentos de quitosana e 6leos
essenciais produzidos em laboratorio.

REVESTIMENTOS (pH)

OLEO (%)
1% Q 1,5% Q 2% Q

Sem 6leo 3,85 + 0,01 4,13 +0,01° 4,52 + 0,03
CR 0,5% 3,84 + 0,01 4,14 +0,01° 4,56 + 0,01°
CR 1% 3,89 +0,01° 4,17 +0,01° 4,51 +0,01°
HO 0,5% 3,88 + 0,03° 4,18 +0,01° 4,51 +0,01°
HO 1% 3,90 + 0,02° 4,15 + 0,01° 4,54 +0,01°
L10,5% 3,89 +0,01° 4,17 +0,01° 4,54 +0,01°
L11% 3,90 + 0,01° 4,15 + 0,01° 4,52 +0,01°
LO 0,5% 3,85 + 0,02 4,17 +0,01° 4,55 + 0,012
LO 1% 3,83 + 0,02 4,15 + 0,01° 4,52 +0,01°
MA 0,5% 3,84 + 0,01 4,17 +0,01° 4,54 +0,01°
MA 1% 3,83 + 0,01 4,15 + 0,01° 4,51 +0,01°
TA0,5 % 3,89 + 0,02° 4,16 + 0,01° 4,52 +0,01°
TA 1% 3,83 +0,01% 4,18 + 0,01° 4,55 + 0,01

Q- Quitosana; CR - Oléo essencial de cravo; HO - Oleo essencial de horteld, LI — Oléo essencial de
limdo; LO — Oleo essencial de louro; MA — Oleo essencial de manjericdo; TA — Oleo essencial de
tangerina; Letras mindsculas diferentes nas colunas indicam que existe diferenca significativa
(p>0,05) entre os tratamentos.

Em relacdo aos diferentes 6leos essenciais e as concentragfes utilizadas (0,5 e
1%), ndo foram observadas grandes alteracdes, pois 0s revestimentos apresentaram valores
proximos no interior de cada grupo (1% Q, 1,5% Q e 2% Q). Sendo possivel observar que 0s
revestimentos de quitosana 1% 1,5% e 2% acrescidos ou ndo de Oleos de essenciais
apresentaram diferencas significativas (p<0,05) entre os grupos. Os revestimentos do grupo
1% Q ndo apresentaram diferencas significativas em relacdo ao pH no interior do grupo
(p>0,05). O mesmo comportamento ocorreu com os revestimentos dos grupos 1,5% Q e 2% Q

que também ndo apresentaram diferencas significativas (p>0,05) nos valores de pH no interior
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de cada grupo. Percebe-se nitidamente que a concentracdo de quitosana teve papel
fundamental nos valores de pH dos revestimentos e as concentracdes de dleos essenciais (0,5
e 1%), ndo causou alteracOes significativas. Fernandez-Pan et al. (2015) em estudo com
filmes de quitosana pura e quitosana incorporados com carvacrol observaram que as solugdes
filmogénicas apresentaram valores de pH em torno de 4, valores estes semelhantes aos

encontrados no presente estudo.

2.4.2 Solubilidade, permeabilidade ao vapor de agua e espessura dos filmes comestiveis de

quitosana e dleos essenciais

Os valores de solubilidade, permeabilidade do vapor de &gua e espessura dos
filmes de quitosana e Oleos essenciais estdo representados nas Tabelas 2, 3 e 4
respectivamente. Os filmes de quitosana 1% 1,5% e 2% acrescidos ou ndo de 6leos essenciais
apresentaram uma variagdo na solubilidade de 16,14 a 33,59% conforme representado na
Tabela 2.

Tabela 2 — Valores de solubilidade (média £ desvio padrdo) dos filmes comestiveis
de quitosana e 6leos essenciais.

Solubilidade (%)

OLEO (%)
1% Q 1,5% Q 2% Q

Semodleo  16,14%0,72° 25,48 + 0,48 WM 57 533 5() Dderan
CR05%  19,02+1,07™ 31,99 + 2,38 ** 27,92 + 2,54 bedefan
CR 1% 22,90 £0,34 mP 3359 + 2 64 2 21,11 + 1,15 "M
HO0,5% 27,20 £2,33 “*" 22,96 +0,721™P 27,95 + 0,83 "eefoM
HO 1% 30,36 + 0,93 % 2425+ 2 23 MM 96 45 4 2 24 defohiiim
LI05% 19,17 +0,40 ° 25,39 + 1,97 MMM 24 45 + 1,10 MM
LI1% 24,31 +1,289MIm 98 15 + 1,01 PN 25 65 + 1,82 defonilimn
LO05% 27,26 +1,67 “*M" 3258+ 0,75 21,40 + 1,47 ™P
LO 1% 25,70 + 2,43%fMIim 30 62 + 2 20 27 82 + 1,74 M7
MA 0,5% 27,58 0,73 """l 24 82 + 1 50 9™ 2g 89 + (,30 2™
MA 1% 23,39 £0,29"™P 26,53 +0,92 ©"' 2452 + 1,91 MM
TA05%  22,57+1,82/™® 2539+ 69 MM 2559 + 1 59 efonilmn
TA1% 27,54 1,71 "% 30,13+ 0,63 %" 30,74 £ 0,70 ***

Q - Quitosana; CR - Oléo essencial de cravo; HO - Oleo essencial de hortel3,

LI — Oléo essencial

de limdo; LO — Oleo essencial de louro; MA — Oleo essencial de manjericio; TA — Oleo essencial de
tangerina; Letras minGsculas diferentes nas colunas indicam que existe diferenca significativa

(p>0,05) entre os tratamentos.

Pode-se observar que os filmes de quitosana sem a incorporacao de 6leo essencial

apresentaram acréscimo na solubilidade conforme o aumento da concentra¢do de quitosana.
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Uma maior solubilidade em &gua pode melhorar a biodegradabilidade do filme embora possa
limitar sua aplicagdo em alimentos com alto teor de umidade (SINGH; SHARMA, 2008). Pois
alimentos com grande quantidade de agua requerem filmes que apresentem baixa

solubilidade.

Em relacdo aos diferentes Oleos essenciais (cravo, horteld, limédo, louro,
manjericdo e tangerina) nas concentracdes de 0,5 e 1% a solubilidade apresentou um
comportamento distinto entre os grupos de filmes (1% Q, 1,5% Q e 2% Q). Os filmes do
grupo 1% Q apresentaram um acréscimo na solubilidade com o aumento da concentracdo de
oleo essencial nos filmes com 6leo de cravo, horteld, limdo e tangerina e comportamento
contrario nos filmes com 6leo essencial de louro e manjericdo. No grupo 1,5% Q, os filmes
com oleo essencial de cravo, horteld, lim&o, manjericdo e tangerina apresentaram um aumento
da solubilidade de acordo com a maior concentracdo de 6leo essencial e os filmes com éleo de
louro apresentaram comportamento inverso. E conforme o grupo 2% Q, o aumento da
solubilidade em relacdo a maior concentracdo de 6leo essencial ocorreu nos filmes com 6leo
de limé&o, tangerina e louro, sendo observado decréscimo na solubilidade conforme a maior
concentracdo de dleo essencial nos filmes com 6leo de cravo, horteld e manjericéo.

De acordo com os valores de solubilidade observamos que o filme de 1% de
quitosana (sem adicdo de 6leo essencial) registrou a menor de solubilidade 16,14% e
apresentou diferencas significativas (p<0,05) com todos os filmes do grupo 1,5% Q e quase
todos os filmes adicionados de 6leos essenciais dos grupos 1% Q e 2% Q, exceto os filmes
adicionados de 6leo de cravo (1% Q - CR 0,5% e 2% Q - CR 1%) e limdo (1% Q - L1 0,5%)
que nado apresentaram diferencas significativas (p>0,05) com o filme de 1% de quitosana (sem
adicdo de Oleo essencial).

Assim verificou-se que a solubilidade dos filmes foi influenciada pelas
concentracdes de quitosana e Oleos essenciais, os filmes de 1,5% de quitosana com Gleo
essencial de cravo (1%) e louro (0,5%) apresentaram os maiores valores de solubilidade e o
filme de 1% de quitosana (sem adicdo de Oleo essencial) apresentou o menor valor de
solubilidade. Hosseini et al. (2009) em estudo com filmes de 2% de quitosana e Oleos
essenciais de tomilho, cravo e canela nas concentragdes de 0,5%, 1% e 1,5% observaram a
diminuigdo da solubilidade com 0 aumento da concentracdo dos 6leos essenciais em quest&o.
Souza et al. (2017) trabalhando com filmes de 1,5% de quitosana e 1% de 6leos esssenciais
(alecrim, salvia, melaleuca, tomilho e gengibre), observaram que os filmes de quitosana

adicionados de 6leos essenciais de alecrim, salvia, melaleuca e tomilho obtiveram maior valor
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de solubilidade que o filme com apenas quitosana, mas um comportamento inverso ocorreu
com o filme de quitosana com gengibre que apresentou 0 menor valor de solubilidade entre os
filmes estudados. E Hafsa et al. (2016) ao avaliarem filmes de 2% de quitosana e 6leo
essencial de eucalipto em diferentes concentragdes (1%, 2%, 3% e 4%) verificaram que 0
filme de quitosana (sem adicdo de Gleo essencial) apresentou o maior valor de solubilidade e
conforme a incorporagdo e aumento da concentracdo de O6leo essencial ocorreu uma

diminuicdo na solubilidade.

Os valores de permeabilidade do vapor de &gua (PVA) estdo representados na

Tabela 3 e apresentaram uma variacdo de 0,93 a 2,02 g/m.dia.atm.

Tabela 3 — Valores de permeabilidade ao vapor de agua (média + desvio padrao) dos
filmes comestiveis de guitosana e 6leos essenciais.

Permeabilidade ao vapor de 4gua — PVA (g/m.dia.atm)

OLEO (%)
1% Q 1,5% Q 2% Q

Sem 6leo 1.40 + 0,09 cdetan 1.43 + 0,09 Pedetont 1 77 + 0,06
CRO0,5% 1,39 + 0,09 cdefoni 1,40 + 0,14 ccefoni 1,87+0,31 %
CR 1% 1,17 + 0,15 %efon 1,47 + 0,16 c€fhi 2 02 + 0,472
HO0,5% 1,22 + 0,13 %efon 1,15 + 0,14 defon 1,47 + 0,24 Pedefani
HO 1% 1,09 + 0,15 ©fon 1,43 + 0,09 P%fhi 1 60 + 0,09 2edefo
L10,5% 1,08 + 0,04 ©fon 1,58 + 0,36 2cdefoh 1 65 + 0,30 2bedeet
LI1% 1,05 + 0,03 "o 1,35+ 0,110 202 +0,80°2
LO05% 1,26+ 0,21%0" 1,47 + 0,10 Pedefoni 1 55 + 0,09 2bedefoni
LO 1% 1,32 + 0,10 defoni 1,48 + 0,04 bedefohi 1 35 + 0,04 cdefoni
MA05% 0,97 +0,35" 1,72 + 0,04 2 1,73 + 0,20 *°
MA 1% 1,00 £ 0,19 9" 1,39 + 0,17 1 68 + 0,08 e
TA05%  0,93+0,22° 1,14 + 0,12 defoni 1,37 + 0,05 cdefon
TA 1% 0,96 + 0,07 " 1,27 + 0,26 dfn 1,44 + 0,210defoni

Q — Quitosana; CR - Oléo essencial de cravo; HO - Oleo essencial de horteld, LI — Oléo essencial
de limdo; LO — Oleo essencial de louro; MA — Oleo essencial de manjericdo; TA — Oleo essencial de
tangerina; Letras mindsculas diferentes nas colunas indicam que existe diferenca significativa

(p>0,05) entre os tratamentos.

Em termos de permeabilidade ao vapor de agua o filme de 1% de quitosana com
0,5 de dleo essencial de tangerina apresentou o menor valor de permeabilidade (0,93
g/m.dia.atm) e os filmes de 2% de quitosana com 1% Oleo essencial de cravo e limao
apresentaram o maior valor de permeabilidade (2,02 g/m.atm.dia). Sendo possivel verificar
que os filmes de quitosana (sem o acréscimo de Oleo essencial) apresentaram valores

crescentes de permeabilidade ao vapor de agua conforme o aumento da concentragdo de
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quitosana. Em contrapartida Fraguas et al. (2015) observaram o comportamento contrario em
estudo com trés concentracOes de quitosana (0,5%, 1% e 1,5%), ou seja quanto maior a

concentracdo de quitosana menor o valor de permeabilidade ao vapor de agua.

Em termos de PVA verificou-se que a adicdo dos diferentes dleos essenciais
(cravo, horteld, limdo, louro, manjericdo e tangerina) nas concentracbes de 0,5 e 1%
apresentou um comportamento diverso nos trés grupos de filmes de quitosana (1% Q, 1,5% Q
e 2% Q). No grupo 1% Q ocorreu um aumento na permeabilidade ao vapor de 4gua de acordo
com o aumento da concentracdo de 6leo essencial nos filmes com 6leo de louro, manjericdo e
tangerina e um comportamento contrario nos filmes com éleo de cravo, horteld e liméo. De
acordo com o grupo 1,5% Q ocorreu 0 aumento da PVA conforme a maior concentracdo de
6leo essencial nos filmes com 6leo de cravo, horteld, louro e tangerina e uma diminuicéo na
permeabilidade ao vapor de &gua com o aumento da concentragdo de dleo essencial nos filmes
com 6leo de manjericdo e limédo. Ja no grupo 2% Q, os filmes com 6leos essenciais de cravo,
horteld, limdo e tangerina apresentaram acréscimo na PVA de acordo com o aumento da
concentracdo de Gleo essencial e os filmes com 6leo de louro e manjericdo apresentaram
comportamento contréario. Os filmes de quitosana de 1%, 1,5% e 2% (sem adi¢do de Oleos
essenciais) nao apresentaram diferencas significativas (p>0,05) entre si. Mas separadamente o
filme de 1% de quitosana apresentou diferencas significativas (p<0,05) com os filmes de 2%
de quitosana adicionados de dleo essencial de cravo (2% Q — CR 0,5% e 2% Q - CR 1%) e
limdo (2% Q — LI 1%). O filme de 1,5% de quitosana (sem adi¢do de Oleo essencial)
apresentou diferencas significativas (p<0,05) com os filmes de 2% de quitosana adicionados
de oleo essencial de cravo (2% Q - CR 1%) e limdo (2% Q — LI 1%). E o filme de 2% de
quitosana (sem adicdo de 6leo essencial) apresentou diferencas significativas (p<0,05) com 0s
filmes de 1% de quitosana adicionados de Oleos essenciais de horteld (1%), limdo (0,5% e
1%), manjericdo (0,5% e 1%) e tangerina (0,5% e 1%).

O desempenho da permeabilidade ao vapor de agua nos filmes de quitosana pode
ser provavelmente atribuido & presenca dos grupos amino e hidroxila, que fornecem locais de
ligagdo para as moléculas de agua (BOURTOOM; CHINNAN, 2008; SRINIVASA
RAMESH; THARANATHAN, 2007). A permeabilidade ao vapor de agua depende da
umidade relativa do ar e das propriedades higroscopicas do material estudado (LAROTONDA
et al., 2005). Em estudo com filmes de 2% de quitosana e 6leos essenciais de tomilho, cravo e
canela nas concentracGes de 0,5%, 1% e 1,5% Hosseini et al. (2009) observaram um aumento

da permeabilidade ao vapor de agua conforme a incorporacéo dos 0leos essenciais (tomilho,
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cravo e canela) aos filmes de quitosana e estes filmes incorporados com 6leos essenciais
apresentaram diminuicdo da permeabilidade ao vapor de &gua com o aumento da
concentracdo de 6leo essencial. A incorporacdo de 6Oleos essenciais aos filmes de quitosana
pode causar uma diminuicdo nos valores de permeabilidade ao vapor de agua (SHEN;
KAMDEM, 2015). Perdones et al. (2016) observaram em filmes de 1% de quitosana e 6leos
essenciais de tomilho e manjericdo (0,5% e 1%) uma diminuicdo nos valores de
permeabilidade ao vapor de dgua conforme a maior concentracdo de 6leo essencial. E Pereda
et al. (2012) em filmes de quitosana com diferentes concentracdes de 6leo de oliva também
registraram uma diminuicdo da permeabilidade ao vapor de agua conforme a incorporagdo e

aumento do teor lipidico.

As espessuras dos filmes estdo representadas na Tabela 4 e obtiveram uma
variacgdo de 0,060 a 0,147 mm.

Tabela 4 — Valores de espessura (média = desvio padrdo) dos filmes comestiveis de
quitosana e 6leos essenciais.

Espesura (mm)

OLEO (%)

1% Q 1,5% Q 2% Q
Semoéleo 0,069 +0,01™" 0,103 + 0,01°0cdefon 0,146 +0,03°
CRO0,5% 0,065+ 0,02 %" 0,112 + 0,0120cdefon 0,142 + 0,03 ®
CR 1% 0,064 + 0,03 %" 0,102 + 0,013°cdefon 0,141 + 0,01
HO05% 0,085 + 0,02 " 0,110 + 0,02 2bcdefan 0,135 + 0,02 ?
HO 1% 0,079 + 0,01 1" 0,107 + 0,028bcdefon 0,134 + 0,02 3
LI05%  0,062+0,01%" 0,116 + 0,02 2bcdefan 0,146 + 0,02 °
LI19% 0,063 + 0,029" 0,108 + 0,02 2bedefon 0,147 + 0,02 2
LO05% 0,070 +0,02™" 0,112 + 0,03 2bedefon 0,133 + 0,02 2
LO 1% 0,076 + 0,02 ©f" 0,111 + 0,013cdefon 0,129 + 0,01%*¢
MA05% 0,067 +0,02 ™" 0,112 + 0,0120cdefon 0,143 +0,01%
MA 1% 0,073 + 0,03 ©f" 0,101+ 0,01Pcefn 0,140 + 0,03
TA05% 0,060 +0,02" 0,093 + 0,010t 0,129 + 0,012
TA 1% 0,061 + 0,029" 0,103 + 0,02 2bedefon 0,133 + 0,02 2

Q - Quitosana; CR - Oléo essencial de cravo; HO - Oleo essencial de hortel3,

LI — Oléo essencial

de limdo; LO — Oleo essencial de louro; MA — Oleo essencial de manjericdo; TA — Oleo essencial de
tangerina; Letras mindsculas diferentes nas colunas indicam que existe diferenca significativa

(p>0,05) entre os tratamentos.

Os valores de espessura aumentaram de acordo com a maior concentragdo de
quitosana. Fraguas et al. (2015) estudando filmes com trés concentragdes de quitosana (0,5%,
1% e 1,5%) também observaram o aumento da espessura conforme a maior concentracdo de

quitosana.
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A adicéo dos 6leos essenciais (0,5% e 1%) aos filmes de quitosana teve um papel
diversificado em relacdo as espessuras dos filmes em todas as concentragdes. No grupo 1% Q
houve um leve aumento das espessuras em relacdo a maior concentracao de 6leo essencial nos
filmes com 6leo essencial de liméo, louro, manjericao e tangerina e uma pequena diminuicéo
das espessuras nos filmes com 6leo de cravo e horteld. O grupo 1,5% Q demonstrou que
apenas os filmes com o6leo essencial de tangerina apresentram um pequeno aumento nos
valores de espessura em relacdo a maior concentracdo de Oleo essencial e os demais filmes
apresentaram uma leve diminuicdo da espessura em relacdo a maior concentracdo de 6leo
essencial. E no grupo 2% Q, os filmes com os Oleos esenciais de limdo e tangerina
apresentaram um pequeno acréscimo na espessura de acordo com a maior concentracdo de
Oleo essencial, tendo os demais filmes apresentado comportamento inverso onde a maior
concentracdo de Oleo adicionada aos filmes causou um leve decréscimo na espessura dos
mesmos. Pelos valores de espessura registrados foi possivel perceber que os filmes do grupo
1% Q apresentaram diferencas significativas (p<0,05) com os filmes do grupo 2% Q.
Perdones et al. (2016) em estudo com filmes de quitosana incorporados com 06leos essenciais
de manjericdo e tomilho nas concentracGes de 0,5% e 1% observaram o aumento da espessura

dos filmes conforme a maior concentracdo de 6leo essencial.

Observou-se que a espessura e a permeabilidade ao vapor de agua em geral
apresentaram o mesmo comportamento, pois seus valores aumentaram de acordo com a maior
concentracdo de quitosana. O aumento da taxa de permeabilidade ao vapor de dgua dos filmes
com o0 aumento da espessura pode indicar uma afinidade do filme a agua atribuida aos
compostos hidrofilicos (SKURTYS et al., 2012).

2.4.3 Propriedades mecéanicas dos filmes comestiveis de quitosana e 6leos essenciais

Os valores referentes as propriedades mecanicas dos filmes de quitosana e 6leos
essenciais podem ser observados nas Tabelas 5, 6 e 7. Sendo que essas propriedades
mecanicas foram representadas pelos valores de resisténcia a tracdo, elongacéo na ruptura e
modulo de elasticidade. Os valores de resisténcia a tracdo dos filmes variaram de 0,41 a 8,59
MPa e estdo representados na Tabela 5. Na elongagdo na ruptura (Tabela 6) os valores
apresentaram variagdo de 37,97 a 146,78%. E os valores de modulo de elasticidade (Tabela 7)

apresentaram variacdo de 1,45 a 12,05 MPa.



Tabela 5 — Valores de resisténcia a tracdo (média
comestiveis de quitosana e 6leos essenciais.

+ desvio padrdo) dos filmes

Resisténcia a tracédo (Mpa)

OLEO (%)
1% Q 1,5% Q 2% Q
Sem 6leo 0,74+0,31" 1,41+0,35™ 5,16 + 0,38
CR 0,5% 0,88 +0,21" 1,68 + 0,319 3,47 £ 0,36 %
CR 1% 0,69 +0,31" 0,98 + 0,311 2,61 + 0,36
HO 0,5% 1,36 + 0,21 3,67 +0,36 % 7,95 +0,34°
HO 1% 1,18 + 0,15 "l 3,31+0,57° 5,57 + 0,39 ™
L10,5% 0,35+ 0,01/ 3,28 +0,24° 5,16 + 0,93 ™
LI1% 0,50 + 0,12 3,48 + 0,49 ® 4,58 + 0,71
LO 0,5% 0,84 +0,14" 3,22+ 0,64° 5,84 +0,38"
LO 1% 0,79+0,29 " 1,15+ 0,36 ™ 5,03 + 0,38 ™
MA 0,5% 1,01 +0,14" 3,47 +0,62% 7,67 +£0,92°
MA 1% 1,27 + 0,18 i 3,62 +0,18% 8,59 + 1,09°
TA 0,5 % 0,41+ 0,09 1,03 +0,21M 2,51 + 0,15
TA 1% 0,85+ 0,29 2,16 + 0,34 4,58 + 1,00

Q - Quitosana; CR - Oléo essencial de cravo; HO - Oleo essencial de hortel3,

LI — Oléo essencial

de liméo; LO — Oleo essencial de louro; MA — Oleo essencial de manjericio; TA — Oleo essencial de
tangerina; Letras mindsculas diferentes nas colunas indicam que existe diferenca significativa
(p>0,05) entre os tratamentos.

Tabela 6 — Valores de elongacdo na ruptura (média £ desvio padrdo) dos filmes
comestiveis de quitosana e 6leos essenciais

Elongacéo na ruptura (%)

OLEO (%)
1% Q 1,5% Q 2% Q
Sem 6leo 55,03 +8,14 ™ 78,97 +7,49 M 84,60 + 5,04 9"
CR 0,5% 72,91 + 4,86 146,78 + 4,332 112,99 + 9,36 ™
CR 1% 50,95 + 6,30 ™° 143,61 + 8,82° 112,45 + 6,75
HO05%  56,22+2,76'™ 108,08 + 6,53 ¢ 99,58 + 6,70 ¢
HO 1% 55,27 +8,13™" 97,74 + 2,87 40 74,07 + 5,46
L10,5% 37,97 + 4,27° 132,48 + 9,43 % 110,04 + 6,80 %
L11% 49,20 + 7,03™™ 138,47 + 8,97 ° 108,25 + 7,36
LO05%  4891+1,87™° 88,51 + 7,69 9" 72,45 + 3,83
LO 1% 44,33 +8,62" 72,18 + 9,08 ! 64,50 + 3,71 1M
MA 0,5% 51,55+ 3,59™" 106,11 + 6,94 °% 93,81 + 6,30 1"
MA 1% 51,92 + 4,42 ™° 116,37 + 5,90 *° 101,15 + 8,30 °%ef0
TA0,5 % 39,77 +8,47 ™ 78,18 + 9,50 " 45,35 + 2,42
TA1% 53,83 + 5,08 ™ 92,11 + 7,14 ™" 72,07 + 9,18 "

Q - Quitosana; CR - Oléo essencial de cravo; HO - Oleo essencial de hortel3,

LI — Oléo essencial

de limdo; LO — Oleo essencial de louro; MA — Oleo essencial de manjericdo; TA — Oleo essencial de
tangerina; Letras mindGsculas diferentes nas colunas indicam que existe diferenca significativa
(p>0,05) entre os tratamentos.
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Tabela 7 — Valores de médulo de elasticidade (média + desvio padrdo) dos filmes
comestiveis de quitosana e 6leos essenciais.

Moddulo de elasticidade (Mpa)

OLEO (%)
1% Q 1,5% Q 2% Q
Sem 6leo 2,55 + 1,03 /™o 2,64 + 0,24 Mo 9,16 + 0,58 °
CR 0,5% 2,34 + 0,42 'mn° 2,77 + 0,51 mno 6,04 +0,53
CR 1% 2,32 + 0,89 'Mn° 1,52 + 0,40 " 4,64 + 0,55 "
HO 0,5% 4,70 £ 0,68 ™" 5,41 + 0,64 11,50 + 0,49
HO 1% 4,60 + 0,35 " 3,92 + 0,82 9"l 9,63 +0,57"™
L10,5% 1,57 +0,37 ™ 3,04 + 0,18 Milmno 6,66 + 0,92 ®
LI1% 1,94 + 0,53 ™° 3,27 + 0,36 "M 5,24 + 0,84°"
LO 0,5% 3,19 + 0,54 MmN 5,14 + 0,68 ¢ 11,12+0,70%®
LO 1% 3,16 + 1,25 Milmn 2,88 + 0,31 "lmno 11,07 £0,47%®
MA 0,5% 3,79 + 0,44 9! 4,05 + 0,12 9" 11,27 £ 0,99 ®
MA 1% 4,66 + 0,63 " 5,11 + 0,45 12,05 + 0,86 °
TA 0,5 % 1,45+ 0,26 ° 2,68 + 0,4111Imno 4,60 + 0,45 "
TA1% 2,83 + 0,60 Mn° 4,07 + 0,749 8,33+1,90%

Q - Quitosana; CR - Oléo essencial de cravo; HO - Oleo essencial de horteld, LI — Oléo essencial
de liméo; LO — Oleo essencial de louro; MA — Oleo essencial de manjericio; TA — Oleo essencial de
tangerina; Letras mindsculas diferentes nas colunas indicam que existe diferenca significativa
(p>0,05) entre os tratamentos.

A resisténcia a tracdo, elongagdo na ruptura e moddulo de elasticidade
apresentaram aumento de valores nos filmes de quitosana (sem adicdo de 6leos essenciais) de
acordo com a maior concentracdo de quitosana. O aumento da concentracdo de quitosana
pode propiciar maior resisténcia a tracdo, porém menor elasticidade, possivelmente devido ao
aumento da rigidez nos filmes mais concentrados (LAMIM et al., 2006). Conforme a adi¢éo
dos diferentes Oleos essenciais (cravo, horteld, limao, louro, manjericdo e tangerina) e suas
concentracdes (0,5% e 1%) foi observado um comportamento heterogénio nos valores de
resisténcia a tracdo, elongacdo na ruptura e médulo de elasticidade em relacdo aos trés grupos
de filmes. Geralmente o desempenho mecénico de um filme depende do composto ativo e sua
incorporacdo, bem como o tipo de matriz polimérica e a interacdo entre os diferentes
componentes (TALON et al., 2017).

Os filmes dos grupos 1% Q e 1,5% Q adicionados de OGleos essenciais
apresentaram um acréscimo nos valores de resisténcia a tracdo, elongacdo na ruptura e
modulo de elasticidade em relagdo a maior concentracdo de dleo essencial nos filmes com
oleo de limédo, manjericdo e tangerina, sendo que os filmes com os demais 6leos essenciais

(cravo, hortela e louro) apresentaram comportamento inverso, ou seja, ha maior concentragao
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de oleo essencial ocorreu uma dimuicdo nos valores de resisténcia a tracdo, elongacéo na
ruptura e modulo de elasticidade. Em relagdo ao grupo 2% Q, ocorreu um acrécismo na
resisténcia a tracdo, elongacdo na ruptura e mddulo de elasticidade de acordo com a maior
concentracdo de 6leo essencial nos filmes com dleo de manjericdo e tangerina e os demais
filmes apresentaram decréscimo nos valores de resisténcia a tracdo, elongagdo na ruptura e

maodulo de elasticidade em comparagdo a maior concentracéo de 6leo essencial.

A resisténcia a tracdo € representada pela forca méaxima que um filme pode
suportar contra uma tensao aplicada (PARK; ZHAO, 2004). Sendo fundamental para manter a
integridade estrutural e a propriedade de barreira dos filmes (LIU et al., 2017). Nos resultados
de resisténcia a tracdo, observamos que os filmes de 1% e 1,5% de quitosana (sem adicéo de
6leos essenciais) apresentaram diferencas significativas (p<0,05) com todos os filmes de 2%
de quitosana (grupo 2% Q) e também com os filmes de 1,5% de quitosana adicionados de
oOleos essenciais de horteld (0,5% e 1%), limao (0,5% e 1%), manjericdo (0,5% e 1%), louro
(0,5%) e tangerina (1%).

Em estudo com filmes de 2% de quitosana e diferentes concentracdes de 6leo de
oliva foi observado acréscimo nos valores de resisténcia a tracdo conforme a incorporacéo e o
aumento da concentracdo lipidica (PEREDA, et al., 2012). Souza et al. (2017) observaram
que os filmes de 1,5 % de quitosana adicionados de 1% de dleos essenciais de alecrim, salvia,
melaleuca e tomilho obtiveram maior valor de resisténcia a tracdo que o filme com apenas
quitosana, mas um comportamento inverso ocorreu com o filme de quitosana com gengibre
que apresentou menor resisténcia a tracdo que o filme de quitosana sem adicdo de Oleos
essenciais. De acordo com Hosseini et al. (2009) o valor de resisténcia a tracdo diminui com a
incorporacdo e aumento da concentragdo dos dleos essenciais de tomilho e cravo aos filmes
de quitosana, mas acontece o inverso com o filme de quitosana com canela que aumenta a
resisténcia a tracdo com a sua incorporagdo e aumento da concentragdo. A resisténcia a tracdo
nos filmes de 1% de quitosana com oleo essencial de tomilho (0,5% e 1%) apresentou
pequeno aumento conforme a maior concentracdo de 6leo essencial, porém nos filmes de 1%
de quitosana com 6leo essencial de manjericdo (0,5% e 1%) ocorreu 0 comportamento
contrario, com uma leve diminuicdo na resisténcia a tracdo com o aumento da concentracao
de 6leo essencial (PERDONES et al., 2016).

A elongacdo na ruptura pode ser definida como a capacidade méaxima que um
filme pode esticar-se antes da quebra (OZDEMIR; FLOROS, 2008). Para facilitar a
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manipulacdo dos filmes é essencial uma flexibilidade apropriada (CHEN; LAI, 2008). Em
relacdo a elongacdo na ruptura o filme de 1% de quitosana (sem adi¢do de 6leo essencial)
apresentou diferencas significativas (p<0,05) com dois filmes adicionados de dleos essenciais
do grupo 1% Q (1% Q — CR 0,5 % e 1% Q — LI 0,5%), com todos os filmes do grupo 1,5% Q
e com quase todos os filmes do grupo 2% Q, exceto os filmes 2% Q — LO 1% e 2% Q — TA
0,5% que ndo apresentaram diferencas significativas (p>0,05) com o filme de 1% de

quitosana (sem adicdo de 6leo essencial).

De acordo com Souza et al.(2017), os filmes de 1,5 % de quitosana adicionados
de 1% de Oleos essenciais de alecrim, melaleuca e tomilho apresentaram maior elongacdo na
ruptura (flexibilidade) que o filme com apenas quitosana, mas os filmes de quitosana com 1%
de 6leo de salvia e gengibre apresentaram menor valor de elongacdo na ruptura que o filme de
quitosana pura. Nos filmes de 2% quitosana a elongagédo na ruptura (flexibilidade) aumentou
conforme a incorporacdo e o aumento da concentracdo de 6leo de oliva (PEREDA, et al.,
2012). Conforme Hosseini et al. (2009) os filmes de 2% de quitosana apresentaram aumento
na elongacédo na ruptura (flexibilidade) com a incorporagdo de 6leos essenciais de tomilho e
cravo, mas com o aumento da concentracdao desses 6leos ocorreu um decréscimo nos valores
de elongacdo na ruptura e em relagdo a incorporacdo e aumento da concentracdo do Gleo
essencial de canela ocorreu um decréscimo da elogacdo na ruptura. Nos filmes de 1% de
quitosana e 6leo essencial de tomilho (0,5% e 1%) a elongacdo na ruptura apresentou leve
aumento conforme a maior concentracdo de Oleo essencial, mas nos filmes de 1% de
quitosana e 6leo de manjericdo (0,5% e 1%) ocorreu 0 comportamento contrario com pequena
diminuicdo na elongacdo na ruptura com o aumento da concentracdo de Oleo essencial
(PERDONES et al., 2016).

O modulo de elasticidade é um critério que caracteriza a rigidez de um material,
ou seja, quanto maior o valor do modulo de elasticidade menor sera a flexibilidade do filme
(ROTTA; MINATTI; BARRETO, 2011). Conforme os valores de modulo de elasticidade os
filmes de 1% e 1,5% de quitosana (sem adicdo de Oleos essenciais) apresentaram diferencas
significativas (p<0,05) com todos os filmes de 2% de quitosana (grupo 2% Q) e também
apresentaram diferencas significativas (p<0,05) com alguns filmes adicionados de Oleos
essenciais dos grupos 1% Q e 1,5% Q, representados pelos filmes 1% Q — HO 0,5%, 1% Q —
HO 1%, 1% Q — MA 1%, 1,5% Q — HO 0,5%, 1,5% Q — LO 0,5% e 1,5% Q — MA 1%.
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Pereda et al. (2012) observaram que os filmes de 2% de quitosana com diferentes
concentragfes de 6leo de oliva apresentaram acréscimo no modulo de elasticidade (maior
rigidez) conforme a incorporacdo e o aumento do teor lipidico. Os filmes de 1,5 % de
quitosana adicionados de Oleos essenciais de alecrim, melaleuca, tomilho e salvia
apresentaram maior médulo de elasticidade (rigidez) que o filme com apenas quitosana, mas o
filme de quitosana com dleo essencial de gengibre apresentou o comportamento inverso, com
menor valor de modulo de elasicidade que os demais (SOUZA et al., 2017). O modulo de
elasticidade dos filmes de 1% de quitosana e 6leo essencial de manjericdo (0,5% e 1%)
apresentou aumento conforme a maior concentragcdo de dleo essencial, mas os filmes de 1%
de quitosana e 6leo essencial de tomilho (0,5% e 1%) apresentaram comportamento contrario
com a diminuicdo do modulo de elasticidade conforme a maior concentracéo de 6leo essencial
(PERDONES et al., 2016).

2.4.4 Cor e opacidade dos filmes comestiveis de quitosana e 6leos essenciais

Os paramétros cromaticos (L*- a*- b*) e opacidade dos filmes comestiveis de
quitosana e 6leos essenciais estdo representados nas Tabelas 8, 9, 10 e 11 respectivamente. A
luminosidade (L*) dos filmes de quitosana e 6leos essenciais (Tabela 8) apresentou uma
variacdo nos valores de 74,22 a 90,16. Em relacdo ao parametro cromatico a* (Tabela 9) foi
possivel observar uma variacdao de 0,45 a 7,73. Na Tabela 10 que representa 0 parametro
cromatico b* foi observada uma variagao nos valores de 19,61 a 49,41,



Tabela 8 — Valores do parametro cromatico L* (média + desvio padrdo) dos filmes

comestiveis de quitosana e 6leos essenciais.

OLEO (%) Cor-L*
1% Q 1,5% Q 2% Q

Semoleo  8527+128°°  8499+215° 74,45 1,17
CRO05%  8562+155°°  7892+1.27"" 74,59 + 1,24 %P
CR 1% 86,40 £0,60° 79,14+ 2,02"" 75.24 + 0,95 "Pd
HO05%  8392+258%9 7887 +258"" 80,07 + 1,85 fim
HO 1% 82,78 +1,00°"  77,74+0,921"™® 77,58 + 1,53/
L10,5% 88,60 +1,12% 80,45 + 1,04 "t 77.80 + 1,17 Jmnoe
L11% 8749+114%°  77,22+311"™%  7422+149¢
LO05%  88,15+2,02% 87,30 £ 0,77 *° 80,77 + 2,06 9"
LO 1% 87,59+2,19%° 82,25+ 3,19 “" 80,55 + 3,96 9"
MA05%  88,63+1,71% 80,29 +1,74™"™ 78.12 + 0,88 1M
MA 1% 8384+1,11%9  76,96+061™™  77,39+1,47)m
TA05% 90,16+ 1,66 87,62 + 3,22 % 79.24 + 3,68 iIm
TA1% 89,40+£190®  79,90+1,11"" 77,26 % 0,52 'mnopd
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Q - Quitosana; CR - Oléo essencial de cravo; HO - Oleo essencial de horteld, LI — Oléo essencial
de liméo; LO — Oleo essencial de louro; MA — Oleo essencial de manjericio; TA — Oleo essencial de
tangerina; Letras mindsculas diferentes nas colunas indicam que existe diferenca significativa
(p>0,05) entre os tratamentos.

Tabela 9 — Valores do pardmetro cromatico a* (média + desvio padrdo) dos filmes

comestiveis de quitosana e 0leos essenciais.

OLEO (%) Cor—a”
1% Q 1,5% Q 2% Q

Sem 6leo 2,05+ 0,51'™ 2,92 +0,31" 6,68 + 0,76 %
CR05%  0,88+0,64™ 4,42 + 0,74 %" 6,59 + 0,60 %
CR 1% 0,45+0,20 " 3,88 + 1,29 °fon 5,08 + 0,47 %"
HO05% 2,05+ 0,13'™ 4,19 + 0,72 defon 3,59 + 0,96 9"
HO 1% 2,90 +0,47" 5,05 + 0,38 %™ 5,00 + 1,00 %o
L10,5% 1,20 +0,40™ 3,94 + 0,69 ¢ 5,52 + 0,59 P
LI1% 1,39 + 0,51 6,00 + 1,71 7,73+0,90°
LO05%  1,15+0,53™ 1,27 £0,38 '™ 3,56 + 1,42 9"
LO 1% 1,33+0,53™M 2,91+1,86 " 3,69 + 1,85 fni
MA05%  0,97+0,33™ 4,19 + 1,17 defoni 5,15 + 0,64 "
MA 1% 1,35+0,46 ™ 6,01 +0,32" 5,34 + 0,080
TA05%  0,79+0,89™ 2,04+ 0,77 4,40 + 2,29 defoh
TA 1% 1,02+0,35™ 3,69 + 0,55 5,73 + 0,41°“

Q - Quitosana; CR - Oléo essencial de cravo; HO - Oleo essencial de hortel3,

LI — Oléo essencial

de lim4o; LO — Oleo essencial de louro; MA — Oleo essencial de manjericio; TA — Oleo essencial de
tangerina; Letras mindGsculas diferentes nas colunas indicam que existe diferenca significativa
(p>0,05) entre os tratamentos.



Tabela 10 — Valores do parametro cromatico b* (media + desvio padrdo) dos filmes

comestiveis de quitosana e 6leos essenciais.

. Cor —b*
OLEO (%)
1% Q 1,5% Q 2% Q

Sem 6leo 29,11 + 1,91 33,61+ 1,32 44,50 + 1,20 %
CRO05%  3513+261" 45,20 + 1,71 < 48,68 + 1,53 %
CR 1% 36,11+ 2,171 47,28 +2,49 *° 49,41 +£0,97°
HO0,5% 19,61 +1,961 39,45+ 2,72" 39,60+ 1,84 "
HO 1% 22,03 +1,38 ™ 42,51 + 0,95 * 41,95 + 0,80
L1 0,5 % 25,24 + 1,56 " 37,15 + 1,33 41,54 + 1,38 ©fn
LI1% 26,89 +2,87™ 41,70 + 3,60 ¢ 46,22 + 1,46 P
LOO05%  2547+339" 29,202,770 ™ 38,52 +1,17M
LO 1% 26,38 + 3,46 ™ 36,34 + 3,14 ! 40,66 + 2,40 "
MA0,5% 2522 +3,35" 38,40 + 1,13M 41,51 + 1,03 "
MA 1% 26,11 +2,48™ 42,37 £ 0,711 43,36 + 1,80 *™
TA05%  2457+320™  30,02+3,74™ 41,07 + 3,03 "
TA 1% 24,82 + 2,45"P 41,33 + 0,93 ™" 43,20 + 1,139
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Q — Quitosana; CR - Oléo essencial de cravo; HO - Oleo essencial de horteld, LI — Oléo essencial de
limdo; LO — Oleo essencial de louro; MA — Oleo essencial de manjericdo; TA — Oleo essencial de
tangerina; Letras minusculas diferentes nas colunas indicam que existe diferenga significativa (p>0,05)
entre os tratamentos.

Os valores de luminosidade (L*) decresceram conforme a maior concentracdo de
quitosana, os filmes do grupo 2% Q apresentaram os menores valores de luminosidade, tendo
a coloracdo mais escura que os filmes dos grupos 1% Q e 1,5% Q. Com a adicdo das duas
concentracOes de dleos essenciais (0,5% e 1%) ocorreu 0 mesmo comportamento nos trés
grupos de filmes (1% Q, 1,5%Q e 2% Q) evidenciando uma diminuicdo nos valores de
luminosidade de acordo com a maior concentracdo de 6leo essencial nos filmes adicionados
de 6leo de horteld, limdo, louro, manjericdo e tangerina, sendo observado um aumento da
luminosidade em relacdo a maior concentracdo de dleo essencial apenas nos filmes de
quitosana com Gleo essencial de cravo. Em relacdo a luminosidade os filmes de 1% e 1,5% de
quitosana (sem adicdo de 6leos essenciais) apresentaram diferencas significativas (p<0,05)
com todos os filmes do grupo 2% Q, também apresentaram significativas (p<0,05) com
alguns filmes adicionados de 0leos essenciais do grupo 1% Q representados pelos filmes com
6leos essenciais de limdo (0,5%), louro (0,5%), manjericdo (0,5%) e tangerina (0,5% e 1%) e
quase todos os filmes do grupo 1,5% Q, exceto os filmes 1,5% Q — LO 0,5%, 1,5% Q — LO
1% e 1,5% Q — TA 0,5% que ndo apresentaram diferencas significativas (p>0,05) com o0s
filmes de 1% e 1,5% de quitosana (sem adi¢é@o de 0leos essenciais).
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Os parametros cromaticos a* (vermelho-verde) e b* (amarelo-azul) apresentaram
comportamentos distintos. Em relagdo ao pardmetro cromatico a* (vermelho-verde) a
concentracdo de quitosana influenciou os valores, pois quanto maior a concentracdo de
quitosana maior o valor de a*. Também foram observados valores positivos de a* em todos 0s
filmes que podem indicar a predominancia da cor vermelha. No pardmetro b* (amarelo-azul)
foram observados altos valores que indicam a predominancia da coloragcdo amarela e estes
valores aumentaram de acordo com a maior concentracdo de quitosana e 6leos essenciais

(todos os filmes apresentaram uma coloracdo amarelada).

Nos trés grupos (1% Q, 1,5% Q e 2% Q) foi observado que a adicdo dos
diferentes Oleos essenciais e suas concentracdes de (0,5% e 1%) influenciou os valores de a*
de maneira semelhante, pois os filmes adicionados de 6leo essencial de horteld, limao, louro,
manjericdo e tangerina apresentaram aumento nos valores de a* conforme a maior
concentracdo de 6Oleo essencial e apenas os filmes com 6leo essencial de cravo registraram
comportamento inverso (quanto maior a concentracdo de 6leo essencial menor o valor de a*).
No pardmetro cromatico a* os filmes de 1% e 1,5% de quitosana (sem adicdo de dleos
essenciais) apresentaram diferencas significativas (p<0,05) com o filme de 2% de quitosana
(sem adicdo de 6leo esssencial) e com quase todos os filmes adicionados de éleos essenciais
do grupo 2% Q, exceto os filmes de 2% Q — HO 0,5%, 2% Q — LO 0,5% € 2% Q — LO 1%
que ndo apresentaram diferencas significativas (p>0,05) com os filmes de 1% e 1,5% de
quitosana (sem adicdo de Oleos essenciais). Também apresentaram diferencas significativas
(p<0,05) com os filmes de 1% Q — CR 1%, 1,5% Q — CR 0,5%, 1,5% Q — HO 1%, 1,5% Q —
LI 1%, 1,5% Q — MA 1%. Além disso, também verificou-se que o filme de 1% de quitosana
(sem adicdo de 6leo essencial) apresentou diferencas significativas (p<0,05) com os filmes do
grupo 1,5% Q adicionados de 6leos essenciais de cravo (1%), horteld, limdo e manjericdo na
concentracdo 0,5%. E o filme de 1,5% de quitosana (sem adicdo de 6leo esssencial) também
apresentou diferencas significativas (p<0,05) com o filme de 1,5% Q — LO 0,5% e quase
todos os filmes adicionados de 6leos essenciais do grupo 1% Q, exceto os filmes adicionados
de oOleo essencial de horteld (0,5% e 1%) que ndo apresentaram diferencas significativas

(p>0,05) com o filme de 1,5% de quitosana (sem adicao de 6leo esssencial).

Os filmes adicionados de 0leos essenciais dos grupos 1% Q, 1,5% Q e 2% Q
apresentaram 0 mesmo comportamente em relacdo ao parametro b*, pois conforme a adigdo
dos oleos essenciais (0,5% e 1%) ocorreu um aumento nos valores de b* de acordo com a

maior concentracdo de 6leo essencial. Nos valores b* o filme de 1% de quitosana (sem adicéo
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de 6leo essencial) apresentou diferengas significativas (p<0,05) com os filmes de 1,5 e 2% de
quitosana (sem adicdo de Oleos esssenciais), também apresentou diferencas significativas
(p<0,05) com todos os filmes adicionados de 6leos essenciais do grupo 2% Q e quase todos 0s
filmes adicionados de 06leos essenciais dos grupos 1% Q e 1,5 % Q, exceto com os filmes de
1% Q- LI 1%, 1% Q — LO 1%, 1% Q — MA 1%, 1,5% Q — LO 0,5%, 1,5% Q — TA 0,5% que
ndo apresentaram diferencas significativas (p>0,05) com o filme 1% de quitosana (sem adicéo

de 6leo essencial).

Em estudo com filmes de quitosana e 6leo essencial de eucalipto em diferentes
concentracdes (1%, 2%, 3% e 4%) Hafsa et al. (2016) observaram uma diminui¢cdo nos
valores de luminosidade de acordo com a maior concentracdo de 6leo essencial e uma
variacdo consideravel nos valores de a* e b* também conforme o aumento da concentracéo de
6leo essencial. Em contrapartida Souza et al. (2017) observaram que os filmes de quitosana
incorporados com Oleos essenciais de alecrim, salvia, melaleuca, tomilho e gengibre
apresentaram valores de luminosidade semelhantes ao filme com apenas quitosana e 0s
valores de a* (valores negativos) e b* variaram conforme a incorporacdo de cada 6leo
essencial. Peng e Li (2014) trabalhando com filmes de quitosana e 6leos essenciais de liméo,
tomilho e canela constataram que a incorporacdo dos Oleos essenciais diminuiu a
luminosidade dos filmes e também observaram uma variacdo nos valores de a* e b* conforme
a incorporacao dos 6leos essenciais. Os filmes de quitosana incorporados com 6éleo essencial
de Zataria multiflora Boiss (condimento iraniano semelhante ao tomilho) e extrato de
semente de uva apresentaram menor luminosidade que o filme controle (quitosana sem adicédo
de Gleo essencial), sendo que também registraram valores de a* maiores que o filme controle
(quitosana sem adicéo de 6leo essencial) e 0 comportamento inverso nos valores de b* com

menores valores que o filme controle (MORADI et al., 2012).

Os valores de opacidade dos filmes de quitosna e 6leos essenciais estdo representados

na Tabela 11 e apresentaram uma variacéo de 4,76 a 13,45 %.
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Tabela 11 — Valores de opacidade (media + desvio padrdo) dos filmes comestiveis de
quitosana e 6leos essenciais.

. Opacidade (%)
OLEO (%)
1% Q 1,5% Q 2% Q

Sem 6leo 5,55 + 1,23 &9 6,97 + 1,25 % 8,40 + 1,01
CRO05%  7,27+0,93“ 8,99 +0,82"° 9,79+0,92°
CR 1% 8,35 + 0,73 P 12,37 + 0,882 13,45 + 0,89
HO05% 6,71 + 1,00 %" 7,02+0,57 % 7,43 0,74 ¢
HO 1% 7,00 £ 0,96 % 7,73+0,48 7,94 0,91 o
L10,5% 4,83+0,49" 7,30 0,66 °* 7,40 + 0,68 °%
LI1% 5,36 + 0,36 " 8,15 + 0,85 8,39 + 0,58 ™
LO05%  7,09+0,61 8,95 + 0,58 ™ 9,65 + 1,55°
LO 1% 7,82 + 0,89 12,09 + 1,692 12,82 + 3,072
MA05% 4,76+ 1,13 7,37 £ 0,85 ¢ 7,95 + 0,82 o™
MA 1% 5,01+1,14 " 7,50 £ 0,73 % 8,23 + 0,88 ™
TA05%  510+1,07M 7,35 + 1,06 % 7,63 +0,52%
TA 1% 5,33 + 1,52 9" 7,60 £ 0,98 8,41 + 0,69 °

Q - Quitosana; CR - Oléo essencial de cravo; HO - Oleo essencial de horteld, LI — Oléo essencial
de liméo; LO — Oleo essencial de louro; MA — Oleo essencial de manjericio; TA — Oleo essencial de
tangerina; Letras mindsculas diferentes nas colunas indicam que existe diferenca significativa
(p>0,05) entre os tratamentos.

Os valores de opacidade observados nos grupos 1% Q, 1,5% Q e 2% Q
aumentaram de acordo com a maior concentracdo de quitosana, sendo o menor valor
encontrado no filme de 1% de quitosana com 0,5% de 6leo essencial de manjericdo e 0s
maiores valores de opacidade ficaram a cargo dos filmes de 2% de quitosana com Gleos
essenciais de cravo e louro na concentracdo de 1%, consequentemente estes Ultimos
apresentaram coloraces amareladas mais escuras que os demais. Os filmes dos trés grupos
1% Q, 15% Q e 2% Q) apresentaram 0 mesmo comportamente em relacdo as
concentracdes de Oleos essenciais (0,5% e 1%) incorporadas aos filmes, pois os valores de

opacidade aumentaram de acordo com a maior concentracdo de 6leos essencial.

Em termos de opacidade o filme de 1% de quitosana (sem adicdo de oOleo
essencial) apresentou diferencas significativas (p<0,05) com o filme de 2% de quitosana (sem
adicdo de Oleo esssencial). Com relagdo aos filmes adicionados de dleos essenciais, o filme de
1% de quitosana (sem adicéo de 6leo essencial) apresentou diferencas significativas (p<0,05)
com os filmes do seu grupo 1% Q adicionados de 6leos essenciais de cravo e louro nas
concentragOes de 0,5% e 1% e tambeém apresentou diferengas significativas (p<0,05) com

quase todos os filmes adicionados de 6leos essenciais dos grupos 1,5% Q e 2% Q, exceto
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pelos filmes de 1,5% Q — HO 0,5%, 1,5% Q — LI 0,5%, 1,5% Q — MA 0,5%, 1,5% Q — TA
0,5%, 2% Q — HO 0,5% e 2% Q — LI 0,5% que n&o apresentaram diferencas significativas
(p>0,05) com o filme 1% de quitosana (sem adicdo de Oleo essencial). Ja o filme de 1,5%
(sem adicdo de Oleo essencial) apresentou diferencas significativas (p<0,05) com os filmes do
grupo 1% Q adicionados de O6leos essenciais de limdo, manjericdo e tangerina nas
concentragcfes de 0,5% 1% e também apresentou diferengas significativas (p<0,05) com o0s
filmes dos grupos 1,5% Q e 2% Q adicionados de Oleos essenciais de cravo e louro nas

concentracdes de 0,5% e 1%.

Os filmes de quitosana com 06leo de oliva apresentaram maior opacidade que 0s
filmes com apenas quitosana, uma vez que as gotas de 6leo dispersas na matriz do carboidrato
podem afetar a transparéncia, evitando a transmissdo da luz através do filme resultante
(PEREDA et al., 2012). Souza et al. (2017) em estudo sobre filmes de quitosana com
diferentes Oleos essenciais observaram que os filmes de quitosana incorporados com 0leos
essenciais de alecrim, salvia, melaleuca e tomilho apresentaram menor opacidade que o0s
filmes com apenas quitosana e somente o filme com Oleo de gengibre apresentou o
comportamento contrario com o maior valor de opacidade entre os filmes. E de acordo com
Peng e Li (2014) os filmes de quitosana incorporados com 6leos essenciais de limao, tomilho
e canela apresentam maior opacidade que o filme controle (quitosana sem adicdo de Gleo

essencial).

2.4.5 Avaliacao da atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais

A atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais de cravo, horteld, limdo, louro,
manjericdo e tangerina frente a quatro cepas bacterianas esta representada na Tabela 12.
Sendo possivel observar a acdo antimicrobiana (formacdo de halos de inibicdo) dos 6leos

essenciais e dos controles (ampicilina e glicerol) em relacdo a cada cepa bacteriana.
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Tabela 12 - Atividade antimicrobiana (média £ desvio padrdo) de 0Oleos essenciais (cravo,
horteld, limdo, louro, manjericéo e tangerina) frente a quatro cepas bacterianas.

) E. coli S. aureus Salmonella V. parahaemolyticus
OLEO ATCC-25922 ATCC-25923 ATCC -13076 10C - 18950
ESSENCIAL  Diametro do Diametro do Diametro do Diametro do
halo (mm) halo (mm) halo (mm) halo (mm)

CR 24,82 + 1,56 16,17 £0,11 16,41 £0,35 17,07 £0,01

HO 18,32+ 0,35 16,71 £1,16 12,70 £ 0,09 48,44 + 2,45

LI 8,06 £1,10 - - 14,54 + 1,18

LO 16,71+ 2,41 12,64 £ 1,97 13,32+ 0,35 16,36 + 1,69
MA 1497 £1,14 12,65+ 1,98 11,98 £ 0,25 -

TA 17,64 £0,14 14,36 £ 1,44 10,49 £ 0,20 20,24 £ 0,32
AMP 22,65+ 0,93 19,73 £0,40 25,28 + 0,29 -
GLICEROL - - - -

CR - Oléo essencial de cravo; HO - Oleo essencial de horteld, LI - Oléo essencial de limdo; LO — Oleo
essencial de louro; MA — Oleo essencial de manjericdo; TA — Oleo essencial de tangerina,; AMP —

ampicilina; - Sem halo de inibicéo

Em relacdo a cepa de Escherichia coli os halos de inibicdo (didametro)
apresentaram variacdo de 8,06 a 24,82 mm, onde todos os Oleos essenciais apresentaram
atividade antimicrobiana, destacando o 6leo de cravo como o maior halo de inibicéo,
superando até a ampicilina (controle positivo). Na cepa de Staphylococcus aureus os halos de
inibicdo apresentaram uma variagdo de 12,64 a 19,73 mm, destacando a amplicina como 0
maior valor e os dleos de cravo e horteld como os valores mais elevados entre os 6leos
essenciais. A cepa de Salmonela enterica apresentou uma variacdo em relacdo aos halos de
inibicdo de 10,49 a 25,28 mm, a ampicilina também apresentou o maior halo de inibi¢éo e o
6leo de cravo o valor mais elevado entre os Oleos essenciais. E a cepa de Vibrio
parahaemolyticus apresentou a maior variacdo em relacdo ao diametro dos halos de inibic¢éo
de 14,54 a 48,44 mm, tendo o 6leo essencial de hortela apresentado o maior halo de inibicdo e
a amplicilina ndo apresentou halo de inibicdo. O glicerol (controle negativo) ndo apresentou
atividade antimicrobiana (sem halo de inibicdo) frente as quatro cepas bacterianas
(Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Salmonella enterica e Vibrio parahaemolyticus).
Os Oleos essenciais testados apresentaram consideravel atividade antimicrobiana frente as
cepas bactérianas testadas. Com excecao dos 0leos essenciais de limao (sem halo de inibigéo
para Staphylococcus aureus e Salmonella enterica) e manjericdo (sem halo de inibi¢do para

Vibrio parahaemolyticus).

Vérios estudos comprovaram que os 6leos essenciais (OEs) exercem atividade
antimicrobiana, mas seus mecanismos de acdo ainda ndo estdo inteiramente elucidados

(CALO et al., 2015). De acordo com Ghabraie et al. (2016) a maioria dos 6leos essenciais
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exterminam as bactérias afetando a sua membrana celular de diversas maneiras e causando a
morte celular. A atividade antimicrobiana dos 0leos essenciais pode estar associada a sua
composicdo quimica, pois a presenca de determinados compostos pode causar alteracdes na
permeabilidade da membrana externa dos microrganismos e/ou inibir enzimas importantes
para o crescimento e sobrevivéncia dos mesmos (Cunha et al., 2012). Em decorréncia de sua
caracteristica lipofilica, os dleos essenciais podem permeabilizar as membranas de bactérias
causando a perda de ions e ATP, colapso de bombas de protons e principalmente liberacao de
macromoléculas que causam a lise celular das bactérias (BAKKALI et al., 2008; TURGIS et
al., 2012).

No dleo essencial de cravo, o eugenol seu principal componente tem acdo na
bactéria através da destruicdo do mecanismo de regulacdo da permeabilidade seletiva da
célula, provocando o rompimento da parede celular da bactéria, levando-a ao processo de
morte celular (AFFONSO et al., 2012). Ghabraie et al. (2016) em estudo com diversos 6leos
essenciais registraram a acdo antimicrobiana de 0leo essencial de cravo em cepas padrdes de
Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes e Salmonella Typhimurium. O éleo de cravo
apresentou acao inibitoria sobre cepas padrbes de Vibrio parahaemolyticus e Vibrio vulnificus
(AUAD, et al., 2013). Santos et al. (2011) também constaram a acao antimicrobiana de 6leo

de cravo em cepas de Escherichia coli e Staphylococcus aureus.

Em estudo com 0leos essenciais citricos, Espina et al. (2011) encontraram amplo
espectro de atividade antimicrobiana em Oleo essencial de mandarina frente a cepas de
bactérias Gram positivas (Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes e Enterococcus
faecium) e Gram negativas (Escherichia coli e Salmonella enteretidis). Em contraposi¢do ao
nosso estudo Kunicka-Styczyn et al. (2009) constataram a acdo antimicrobiana de Oleo
essencial de limdo em cepas de Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa. O 6leo
essencial de casca de tangerina apresenta varios componentes ativos que podem suprimir de
maneira satisfatoria a atividade de reacBes enzimaticas e microbianas (HO; KUO, 2014).
Cherrat et al. (2014) em pesquisa sobre a atividade antimicrobiana de 6leo essencial de louro
constataram a agdo antimicrobiana do mesmo frente a diversas cepas padrOes de bactérias
Gram positivas e Gram negativas, tais como Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes,
Escherichia coli e Salmonella Senftenberg. Reddy et al. (2017) observaram significativa
atividade antibacteriana de 6leo essencial de hortela contra cepas padrdes de bactérias Gram
positivas e Gram negativas, tais como Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus,

Escherichia coli e Salmonella enteretidis. O 0leo essencial de manjericdo apresenta ampla
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atividade antimicrobiana frente a cepas padrdes de varias bactérias, tais como Escherichia coli
e Staphylococcus aureus (HUSSAIN et al., 2008).

2.4.6 Avaliacdo da atividade antimicrobiana dos revestimentos comestiveis de quitosana
e Oleos essenciais

Os resultados da atividade antimicrobiana dos revestimentos comestiveis de
quitosana e oOleos essenciais (formacdo de halo de inibicdo) estdo representados nas Tabelas
13, 14, 15 e 16. Vale ressaltar que todos o0s revestimentos apresentaram atividade
antimicrobiana frentes as quatro cepas bacterianas utilizadas e o didmetro dos halos de
inibicdo dos revestimentos dos grupos 1% Q, 1,5% Q e 2% Q apresentaram variacao frente as
quatro cepas padrdes utilizadas. A cepa de E. coli (Tabela 13) apresentou variacdo de 11,31 a
15,83 mm entre os tratamentos. Em relacdo a cepa de Staphylococcus aureus (Tabela 14)
ocorreu uma variacdo no diametro dos halos entre os tratamentos de 11,16 a 16,99 mm. Na
cepa de Salmonella enterica (Tabela 15) o didmetro dos halos de inibicdo apresentou uma
variagdo de 10,91 a 15,79 mm entre os tratamentos. E de acordo com a cepa de Vibrio
parahaemolyticus (Tabela 16) foi possivel observar uma variacdo no didmetro dos halos de
inibicdo de 11,16 a 16,83 mm.

Tabela 13 - Atividade antimicrobiana (média = desvio padrdo) dos revestimentos
comestiveis frente a cepa padrdo de Escherichia coli ATCC — 25922.

Escherichia coli ATCC - 25922

OLEO (%)
1% Q 1,5% Q 2% Q

Sem 6leo 13,29 + 0,09 *° 12,33+0,73" 13,71 +0,13%°
CRO05%  14,68+0,98% 13,75 + 0,44 3¢ 12,26 + 0,23
CR 1% 15,83+ 0,882 15,00 + 1,11% 13,07 + 0,01 *°
HO05% 12,60 +0,64"™ 13,60 + 0,353 12,55 + 0,28
HO 1% 12,91 + 0,14 *° 14,07 + 0,75 11,93 +1,16 ™
L1 0,5 % 13,25 + 1,49 *° 13,69 + 0,91 % 12,92 + 0,14 *°
LI19% 12,84 + 0,64 *° 13,52 + 0,65 **° 12,71 + 0,85
LOO05%  13,38+0,31 % 13,19 + 0,18 ° 11,86 + 0,27
LO 1% 13,29 + 0,74 *° 13,03 + 0,47 ° 11,37 +0,11°
MA0,5% 13,60 0,37 ¢ 13,06 + 0,36 *° 12,30 + 0,11
MA 1% 13,23 + 2,29 *° 13,53 + 0,04 *° 11,31 +0,51°
TA05% 13,08+ 1,93%° 11,93 + 0,23 ™ 12,17 £ 0,40
TA 1% 13,75 + 0,20 *° 12,58 + 0,64 ™ 12,24 + 0,83

Q - Quitosana; CR - Oléo essencial de cravo; HO - Oleo essencial de horteld, LI — Oléo essencial
de limdo; LO — Oleo essencial de louro; MA — Oleo essencial de manjericdo; TA — Oleo essencial de
tangerina; Letras mindGsculas diferentes nas colunas indicam que existe diferenca significativa
(p>0,05) entre os tratamentos.



Tabela 14 - Atividade antimicrobiana (média = desvio padrdo) dos revestimentos
comestiveis frente a cepa padrdo de Staphylococcus aureus ATCC - 25923,

Staphylococcus aureus ATCC - 25923

OLEO (%)
1% Q 1,5% Q 2% Q

Sem 6leo 14,33+ 0,13 14,89 + 0,35 11,16 + 1,52 ¢
CR05%  1525+1,66%9 1477+ 0,26 13,93 + 1,53 ¢
CR 1% 16,02 + 2,08 &° 15,05 + 1,343 15,96 + 1,483
HO05% 16,21 +0,16%° 15,38 + 1,81%¢ 11,82 + 1,05«
HO 1% 16,99 + 0,18 13,57+ 0,07 12,71 + 0,21°«
L10,5% 15,76 + 0,34 13 56 + 2,353 13,26 + 1,07 ™
LI1% 15,30 £ 0,74 14,47 + 1,773 12,65 + 0,32
LOO05% 16,27 +0,83%¢ 13,12 + 1,773 13,34 + 1,07 %«
LO 1% 16,37 +1,21% 12,49 + 0,42« 12,77 + 1,08
MA05% 14,97 +0,78%¢ 1501 +0,76** 12,95 + 1,102
MA 1% 15,13+ 0,08® 14,22 + 0,682 12,01 + 0,32«
TA05% 14,76 +0,70®¢ 1348+ 0,373 11,65 + 0,88
TA 1% 15,93 + 0,16 2 14,04 + 1,423 12,17 + 0,44 >«

Q - Quitosana; CR - Oléo essencial de cravo; HO - Oleo essencial de horteld, LI — Oléo essencial
de liméo; LO — Oleo essencial de louro; MA — Oleo essencial de manjericio; TA — Oleo essencial de
tangerina; Letras mindsculas diferentes nas colunas indicam que existe diferenca significativa
(p>0,05) entre os tratamentos.

Tabela 15 - Atividade antimicrobiana (média = desvio padrdo) dos revestimentos
comestiveis frente a cepa padrao de Salmonella enterica ATCC - 13076.

Salmonella enterica ATCC - 13076

OLEO (%)

1% Q 1,5% Q 2% Q
Sem 6leo 12,19 + 1,03%*° 12,17 + 0,92 *° 11,00 +1,36 ¢
CRO05% 14,97 +1,28% 14,30 + 0,18 % 11,17 +2,18"
CR 1% 15,70 + 1,052 15,79 + 0,18 2 13,40 + 0,372
HO05% 12,28 +2,27%¢ 11,86 + 0,02 *° 11,42 + 0,37
HO 1% 12,13 +1,92¢ 11,19 + 0,03 11,33 +0,78"
L1 0,5 % 12,57 +1,38%¢ 11,43 + 1,41 10,91 + 0,57 °¢
LI19% 12,89 + 0,25 *° 11,81+ 0,29 " 10,99 + 0,25°¢
LO05% 13,57 +0,33%° 13,03 + 0,57 % 12,07 + 0,453
LO 1% 14,18 + 0,37 ¢ 12,37 + 0,81%¢ 11,20 + 0,85
MA0,5% 14,00 +1,03%¢ 13,34 + 0,16 *° 11,55 + 0,83
MA 1% 14,31 + 0,63 ¢ 13,41 + 0,06 *° 11,70 + 1,10
TA05% 13,00+ 0,37 11,65 + 066 ™ 11,32 +1,13"
TA1% 13,48 + 0,34 3¢ 12,33 + 0,91 %° 11,76 + 1,00 ™

Q - Quitosana; CR - Oléo essencial de cravo; HO - Oleo essencial de horteld, LI — Oléo essencial
de limdo; LO — Oleo essencial de louro; MA — Oleo essencial de manjericdo; TA — Oleo essencial de
tangerina; Letras mindGsculas diferentes nas colunas indicam que existe diferenca significativa
(p>0,05) entre os tratamentos.



Tabela 16 - Atividade antimicrobiana (média + desvio padrdo) dos revestimentos
comestiveis frente a cepa padréo de Vibrio parahaemolyticus 10C - 18950.

Vibrio parahaemolyticus 10C - 18950

OLEO (%)
1% Q 1,5% Q 2% Q

Sem 6leo 12,01 +£ 0,33 12 57 + 0,40 %" 11,89 + 0,98 9
CR05% 1517 +0,62%° 14,21 + 0,48 Pede 14,11 + 0,72 beee
CR 1% 16,83 £ 0,442 15,88 + 1,24 ® 15,83 + 0,08 %
HO05% 13,28 + 0,30 %" 12 48 + 0,63 %" 11,16 + 0,91’
HO 1% 13,56 + 0,11°%¢1" 14,00 + 0,61 Pedef 11,68 + 0,12 "
L10,5% 13,21 + 0,71 %N 13 17 + 0,33 17 69 + 0,30
LI1% 13,44 + 0,40 c®foNi 13 28 + 0,20 cdefon 11,72 + 0,06
LOO05% 14,40 + 0,45 12,27 + 0,44 ©foni 12,47 + 0,35 defoni
LO 1% 14,00 + 0,52 <% 12 07 + 0,48 foni 11,70 £ 0,42 "
MA 05% 13,01+ 0,04 %" 1211 + 0,16 ¢ 11,38+ 0,60
MA 1% 13,11 + 0,16 <®fenii 12 38 + 0,88 defan 12,24 + 0,25 e
TA05%  13,02+0,32°%M0" 12 14 + 0,36 *™" 11,97 + 0,63 "N
TA 1% 13,93 + 0,098 13 51 + 0,52 cdefon 11,80 + 0,32 "

Q - Quitosana; CR - Oléo essencial de cravo; HO - Oleo essencial de hortel3,

LI — Oléo essencial

de liméo; LO — Oleo essencial de louro; MA — Oleo essencial de manjericio; TA — Oleo essencial de
tangerina; Letras mindsculas diferentes nas colunas indicam que existe diferenca significativa

7

(p>0,05) entre os tratamentos.

Os revestimentos comestiveis de 1%, 1,5% e 2% de quitosana (sem adicdo de
Oleos essenciais) apresentaram um comportamento diverso em relacdo aos diametros dos
halos de acordo com cepa bacteriana utilizada (FIGURA 10). Conforme a cepa de E. coli os
revestimentos de quitosana (sem adi¢do de 6leos essenciais) apresentaram um comportamento
distinto, a concentracdo de 1% de quitosana apresentou maior valor que a concentracdo de
1,5% de quitosana e a concentracdo de 2% de quitosana apresentou o maior valor em relacao
as outras concentracGes de revestimentos. Em relacdo a cepa de S. aureus foi possivel
observar que o0s revestimentos de 1% 1,5% e 2% de quitosana (sem adicdo de Oleos
essenciais) apresentaram comportamento distinto, pois ocorreu um aumento no diametro dos
halos de inibi¢cdo de acordo com a maior concentracdo de quitosana nas concentragdes 1% e
1,5% e uma progressiva diminuicdo no didmetro do halo na concentracdo de 2% que

apresentou menor valor que as demais concentracdes.
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Figura 10 - Resultados da atividade antimicrobiana dos revestimentos comestiveis de
quitosana frente a quatro cepas padrdes bacterianas.

Fonte: Prépria do autor (2017).

Nos revestimentos de 1% 1,5% e 2% de quitosana (sem adicdo de Oleos
essenciais) foi observada uma diminuicdo no diametro dos halos de inibicdo na cepa de
Salmonella enterica de acordo com a maior concentracdo de quitosana. Na cepa de V.
parahaemolyticus os revestimentos de 1% 1,5% e 2% de quitosana (sem adicdo de Oleos
essenciais) também apresentaram comportamento distinto, nas concentracdes 1% para 1,5%
foi observado um acréscimo nos diametros dos halos inibicdo e um descréscimo no
revestimento de 2% de quitosana que apresentou o0 menor halo de inibicdo entre 0s
tratamentos com quitosana (sem adi¢do de 6leos essenciais).

De maneira geral os revestimentos de quitosana e 6leos essenciais apresentaram
uma diminuicéo dos didmetros dos halos de inibigdo de acordo com a maior concentracéo de
quitosana. Mas também foi possivel observar um comportamento distinto da atividade
antimicrobiana (didmetro dos halos de inibicdo) dos revestimentos comestiveis de quitosana
elaborados com diferentes dleos essenciais (cravo, horteld, limdo, louro, manjericdo e
tangerina) e duas concentracfes (0,5 e 1%) frente as quatro cepas bacterianas. Sendo o
revestimento de 1% de quitosana incorporado com 1% de 6leo essencial de cravo a apresentar
o maior halo de inibicdo frente as cepas de bactérias Gram negativas Escherichia coli e
Vibrio parahaemolyticus. O revestimento de 1,5% de quitosana incorporado com 1% de 6leo
essencial de cravo apresentou o maior halo de inibicdo frente a cepa de Salmonella enterica
(bactéria Gram negativa). E o revestimento de 1% de quitosana incorporado com 1% de 6leo
essencial de horteld apresentou o maior halo de inibicdo frente a bactéria Gram positiva
Staphylococcus aureus (melhor agdo antimicrobiana do estudo).

O comportamento (didmetro dos halos de inibicdo) dos revestimentos dos grupos
1% Q, 1,5% Q e 2% Q adicionados de 6leos essenciais nas concentragfes de 0,5% e 1%
frente a cepa de E. coli pode ser observado na Figura 11. Observou-se um aumento no
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didmetro dos halos em relacdo a maior concentracdo de 6leo essencial nos revestimentos com

6leo de cravo e tangerina.

Figura 11 - Resultados da atividade antimicrobiana dos revestimentos comestiveis de
quitosana com 6leos essenciais frente a cepa de E. coli.

Fonte: Propria do autor (2017).

Os revestimentos com Oleos essenciais de limdo e louro apresentaram
comportamento inverso, ou seja, com o aumento da concentracdo de Oleo essencial ocorreu
um decréscimo no didmetro dos halos de inibicéo de E. coli. E os revestimentos com os 6leos
essenciais de horteld e manjericdo apresentaram comportamento distinto, o primeiro
(revestimento com 6leo essencial de horteld) apresentou aumento no diametro dos halos de
inibicdo de E. coli em relagdo a maior concentracdo de 6leo nos revestimentos de 1% e 1,5%
de quitosana e dimunuicdo do diametro dos halos em relagdo a maior concentracdo de dleo
nos revestimentos de 2% de quitosana e o segundo (revestimento com O6leo essencial de
manjericdo) apresentou decréscimo no diametro dos halos de inibicdo conforme a maior
concentracdo de 6leo nos revestimentos de 1% e 2% de quitosana e acréscimo no diametro
dos halos de acordo com a maior concentracdo de 6leo nos revestimentos de 1,5% de
quitosana. Os diametros dos halos de inibi¢do de E. coli dos revestimentos de 1%, 1,5% e 2%
de quitosana (sem adicdo de Oleos essenciais) ndo apresentaram diferencas significativas
(p>0,05) entre si. Mas o revestimento de 1,5% de quitosana (sem adi¢do de 6leo essencial)
apresentou diferenca significativa (p<0,05) com o revestimento de 1% de quitosana com 1%

de 6leo essencial de cravo.
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Na Figura 12 observa-se 0 comportamento dos revestimentos dos grupos 1% Q,
1,5% Q e 2% Q adicionados de 6leos essenciais (0,5% e 1%) frente a cepa padrdo de S.

aureus.

Figura 12 - Resultados da atividade antimicrobiana dos revestimentos comestiveis de
quitosana com 0leos essenciais frente a cepa de S. aureus.

Fonte: Propria do autor (2017).

Os revestimentos com 6leo de cravo e tangerina apresentaram aumento dos halos
de inibicdo de S. aureus conforme a maior concentracdo de 6leo essencial. Nos revestimentos
com 6leo de horteld verificou-se um comportamento distinto, evidenciando o aumento dos
didmetros dos halos de inibicdo de S. aureus em relacdo a maior concentracdo de Oleo
essencial nos revestimentos com 1% e 2% de quitosana e a diminui¢do do diametro dos halos
em relacdo a maior concentracdo de 6leo essencial nos revestimentos com 1,5% de quitosana.
Com os revestimentos com 0leo essencial de lim&o observou-se um decréscimo nos didmetros
dos halos de inibicdo de S. aureus em relagdo a maior concentracdo de 6leo nas concentraces
1% e 2% de quitosana e aumento do diametro dos halos em relagcdo a maior concentracdo de
6leo nos revestimentos de 1,5 % de quitosana. E nos revestimentos com 6leo de louro e
manjericdo foi posivel observar um aumento nos didmetros dos halos de inibicdo de S. aureus
em relacdo a maior concentracdo de 6leo essencial nos revestimentos de 1% de quitosana e
um decreéscimo do diametro dos halos de inibicdo em relagdo a maior concentracdo de 6leo
essencial nos revestimentos de 1,5% e 2% de quitosana.
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Conforme os didmetros dos halos de inibi¢do de S. aureus foi observado que o
revestimento de 1% de quitosana (sem adicdo de 6leo essencial) ndo apresentou diferencas
significativas (p>0,05) com os revestimentos de 1,5% e 2% de quitosana (sem adi¢édo de 6leos
essenciais). Mas o revestimento de 2% de quitosana (sem adicao de 6leo essencial) apresentou
diferencas significativas (p<0,05) nos didmetros dos halos de inibicdo de S.aureus com o
revestimento 2% Q — CR 1% e alguns revestimentos do grupo 1 % Q representados pelos
revestimentos com 0leos essenciais de cravo (1%), horteld (0,5% e 1%), louro (0,5% e 1%) e
tangerina (1%).

O desempenho de inibicdo dos revestimentos dos grupos 1% Q, 1,5% Q e 2% Q
adicionados de Gleos essenciais nas concentracBes 0,5% e 1% frente a cepa padrdo de
Salmonella enterica pode ser observado na Figura 13. O didametro dos halos de inibicdo dos
revestimentos com Gleo essencial de cravo, limdo, manjericdo e tangerina (grupos 1% Q,
15% Q e 2% Q) apresentou aumento no didmetro dos halos de acordo com a maior
concentracdo de 6leo essencial. Os revestimentos com 6leo essencial de horteld dos grupos
1% Q, 1,5% Q e 2% Q apresentaram diminuicdo nos diametros dos halos de inibicdo em

relacdo a maior concentracao de 6leo essencial.

Figura 13 - Resultados da atividade antimicrobiana dos revestimentos comestiveis de
quitosana com 6leos essenciais frente a cepa de Salmonella enterica.

Fonte: Propria do autor (2017).
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Com os revestimentos adicionados de 6leo essencial de louro foi possivel
observar um decréscimo nos diametros dos halos de inibicdo de Salmonella enterica em
relacdo a maior concentracdo de 6leo essencial nos revestimentos de 1,5% e 2% de quitosana
e aumento do diametro dos halos em relacdo a maior concentracdo de 6leo essencial nos
revestimentos de 1 % de quitosana.

Os revestimentos de 1%, 1,5% e 2% de quitosana (sem adicdo de Odleos
essenciais) ndo apresentaram diferencas significativas (p>0,05) no didmetro dos halos de
inibicdo de Salmonella enterica entre si. Mas o revestimento de 2% de quitosana (sem adicéo
de 6leo essencial) apresentou diferencas significativas (p<0,05) com o revestimento de 1,5%
de quitosana com 1% de Gleo essencial de cravo e também com os revestimentos de 1% de
quitosana adicionados de 6leo essencial de cravo (0,5% e 1%).

A Figura 14 representa 0 comportamento dos halos de inibi¢do dos revestimentos
dos grupos 1% Q, 1,5% Q e 2% Q adicionados de 6leos essenciais nas concentracdes de 0,5%
e 1% frente a cepa padrdo de Vibrio parahaemolyticus. Foi observado que os revestimentos
com Oleo essencial de cravo, horteld, limdo e manjericdo (grupos 1% Q, 1,5% Q e 2% Q)
apresentaram aumento no didmetro dos halos de inibigdo conforme a maior concentragéo de
oleo essencial.

Figura 14 - Resultados da atividade antimicrobiana dos revestimentos comestiveis de
quitosana com 6leos essenciais frente a cepa de V. parahaemolyticus.

Fonte: Propria do autor (2017).
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Os revestimentos com 6leo essencial de louro (grupos 1% Q, 1,5% Q e 2% Q)
apresentaram diminuicdo nos didmetros dos halos de inibicdo de Vibrio parahaemolyticus em
relagdo a maior concentracdo de 6leo essencial. E os revestimentos com 6leo essencial de
tangerina apresentaram aumento nos diametros dos halos de inibicdo em relagdo a maior
concentracdo de dleo essencial nos revestimentos de 1% e 1,5% de quitosana e decrescimo no
diametro dos halos de inibicdo em relacdo a maior concentracdo de Oleo essencial nos

revestimentos de 2 % de quitosana.

Pelos diametros dos halos de inibicdo de Vibrio parahaemolyticus observou-se
que os revestimentos de 1%, 1,5% e 2% de quitosana (sem adicdo de 6leos essenciais) ndo
apresentaram diferengas significativas (p>0,05) entre si, mas os revestimentos de 1% e 2% de
quitosana (sem adicdo de 0Oleo essencial) apresentaram diferencas significativas (p<0,05) com
todos os revestimentos adicionados de 6leo essencial de cravo (1% Q — CR 0,5%, 1%Q — CR
1%, 1,5% Q — CR 0,5%, 1,5% Q — CR 1%, 2% Q — CR 0,5%, 2% Q - CR1%) e louro (0,5%).
O revestimento de 1,5% de quitosana (sem adicdo de dleo essencial) apresentou diferencas
significativas (p<0,05) com os revestimentos adicionados de 6leo essencial de cravo (1% Q —
CR 0,5%, 1% Q - CR 1%, 1,5% Q — CR 1%, 2% Q — CR 1%). E o revestimento de 2% de
quitosana (sem adicdo de 6leo essencial) também apresentou diferencas significativas com os
revestimentos de 1% de quitosana com 6leo essencial de horteld (1%) e louro (1%).

O pH tem comprovado efeito na atividade antimicrobiana da quitosana, sendo
maior em pH baixo, fato este que pode ser explicado pela ionizacdo dos grupos amino da
quitosana em pH abaixo de 6 (DEVLIEGHERE; VERMEULEN; DEBEVERE, 2004). O peso
molecular pode interferir no modo de ac¢do da quitosana, visto que a quitosana de baixo peso
molecular tem a capacidade de adentrar nas células e se ligar ao DNA microbiano inibindo a
transcricdo e traducdo e a quitosana de alto peso molecular tem acdo quelante, com ligacdo a
metais tracos que sdo fundamentais na produgdo de toxinas e no crescimento de micro-
organismos (SAO PEDRO et al., 2009). Tem como caracteristica marcante o efeito de amplo
espectro contra bactérias Gram positivas e Gram negativas, bem como fungos (KONG et al.,
2010). Podendo exibir efeitos bactericidas mais potentes nas bactérias Gram positivas do que
nas Gram negativas (FERNANDEZ-SAIZ; LAGARON; OCIO, 2009).

Em termos de quitosana podemos destacar em nosso estudo o alto grau de
desacetilacdo da quitosana (95,1%), alto peso molecular da quitosana, baixo pH dos

revestimentos (todos com pH menor que 5) e o tipo de micro-organismo, pois apesar de todos
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0S revestimentos apresentarem atividade antimicrobiana observamos em termos gerais uma
melhor agdo antimicrobiana (maiores halos de inibi¢do) frente a bactéria Gram positiva
Staphylococcus aureus, provavelmente devido a sua parede composta por mais grossa camada
de peptidoglicano e também por causa dos acidos teicoicos carregados de grupos fosfatos
com carga negativa que estabelecem interacOes eletrostaticas com os compostos catidnicos da

quitosana.

Na producdo de filmes e revestimentos a utilizagdo da quitosana tem sido
amplamente estudada, devido a sua atividade antimicrobiana comprovada pela eficacia em
inibir o crescimento de bactérias Gram positivas e Gram negativas (SIRIPATRAWAN;
HARTE, 2010). No et al. (2002) em estudo com filme de 1% de quitosana comprovaram a
atividade antimicrobiana do polimero frente a bactérias Gram negativas como Escherichia
coli, Salmonella typhimurium, Vibrio parahaemolyticus e Gram positivas como
Staphylococcus aureus. Arancibia et al. (2014a) em pesquisa com solucdes filmogénicas de
2% de quitosana também constataram a atividade antimicrobiana do polimero frente a micro-
organismos Gram positivos como Staphylococcus aureus e Gram negativos como Salmonella
cholerasuis e Vibrio parahaemolyticus e ainda ressaltaram que sua ac¢do antimicrobiana foi

afetada pelo pH da solucdo, bem como pelo tipo de micro-organismo.

A atividade antimicrobiana dos o6leos esssenciais ndo esta completamente
esclarecida, diversas vertentes foram sugeridas para aclarar os mecanismos de sua atividade
antimicrobiana, como a separacdo da camada lipidica na membrana celular, que pode causar
perturbacdo nos sistemas enzimaticos, comprometendo o material genético das bactérias e
formando hidroperoxidase de &cidos graxos causada pela oxigenagcdo dos acidos graxos
insaturados (ATARES; CHIRALT, 2016). A natureza hidrofébica dos seus componentes pode
estar associada a sua atividade antimicrobiana, podendo levar a degradacdo das membranas
das bactérias (DUSAN et al., 2006). A composicdo quimica dos 6leos essenciais pode estar
relacionada a sua acdo antimicrobiana, pois 0s mesmos sdo constituidos por diferentes
combinagbes de compostos, principalmente monoterpenos, sesquiterpenos, e derivados
oxigenados. Em ¢6leo essencial de cravo, o engenol, que representa seu principal composto
pode ser apontado como o principal responsavel pela sua atividade antimicrobiana
(AFFONSO et al., 2012). Nos 0leos essenciais citricos (limdo e tangerina) o limoneno e o0
citruleno sdo os compostos mais comumente encontrados, podendo exercer atividade
antimicrobiana de amplo espectro (Calo et al., 2015). Mas Espina et al. (2011) observaram

uma diferenciada atividade antimicrobiana em trés 6leos essenciais citricos (laranja, liméo e
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mandarina) com altas concentra¢cdes de limoneno (59 a 85%), sendo o 6leo de mandarina
(Citrus reticulata), o Unico a exercer atividade antimicrobiana sobre a maioria das cepas
bacterianas analisadas, assim a atividade antimicrobiana dos 0leos em questdo poderia ser
atribuida a presenca de outros constituintes encontrados em menores quantidades como 0s
monoterpenos oxigenados. Segundo Merghni et al. (2016) a acdo antimicrobiana do 6leo
essencial de louro (Laurus nobilis) pode ser atribuida aos compostos majoritarios 1,8-cineol,
metil-eugenol, a-terpenil acetato e linalol. No 6leo essencial de manjericdo (O. Basilicum)
sua atividade antimicrobiana pode ser atribuida ao alto teor de linalol presente em sua
composi¢do (KOUTSOUDAKI; KRSEK; RODGER, 2005; SARTORATOTTO et al., 2004;
SOKOVIC; VAN GRIENSVEN, 2006; SUPPAKUL et al., 2003b). Iscan et al. (2002)
avaliando a acdo antimicrobiana do 6leo essencial de horteld demonstraram que 0s compostos
mentol e mentona (componentes majoritarios) podem ser 0S responsaveis por sua acao

antimicrobiana.

Em geral a incorporacdo dos Oleos essenciais em filmes e revestimentos de
quitosana confirma ou aprimora a eficiéncia antibacteriana da quitosana contra diferentes
micro-organismos deteriorantes e patogénicos, mas a composi¢do, a estrutura, assim como 0s
grupos funcionais dos 6leos essenciais desempenham um papel primordial na determinacédo da
sua atividade antimicrobiana, portanto a atividade antibacteriana de filmes e revestimentos a
base de quitosana e oléos essenciais depende da natureza dos 6leos essenciais (YUAN;
CHEN; LI, 2016). A incorporacdo de alguns éleos essenciais pode ter intensificado a
atividade antimicrobiana dos revestimentos avaliados, pois 0s revestimentos com 0leos
essenciais de horteld, cravo, louro e tangerina apresentaram os maiores halos de inibi¢do do

estudo.

Em estudo com filmes de 1% de quitosana com diferentes concentracdes de 6leos
essenciais (0,5%, 1% e 1,5%) frente as bactérias Staphylococcus aureus e Salmonella
enteritidis foi comprovado que os filmes de quitosana incorporados com éleo esssencial de
tomilho apresentaram melhor atividade antibacteriana (maiores halos de inibi¢cdo) que os
filmes incorporados com oléos essenciais de cravo e canela em todas as concentragdes de 6leo
utilizadas (HOSSEINI et al., 2009). Wang et al. 2011 trabalhando com filmes de 2% de
quitosana incorporados com 6leos essenciais de cravo, canela e anis estrelado observaram que
os filmes incorporados com Oleo essencial de cravo apresentaram a melhor atividade
antimicrobiana em teste com 0s micro-organismos Staphylococcus aureus e Escherichia coli.

Os filmes de 2% quitosana incorporados com diferentes concentracdes de 0leo essencial de
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eucalipto (1%, 2%, 3%, 4%) apresentaram promissora atividade antimicrobiana frente aos
micro-organismos Staphylococcus aureus e Escherichia coli em todas as concentracfes de
oOleo essencial (HAFSA et al., 2016).
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2.5 Conclusdes

Os revestimentos de quitosana e 6leos essenciais dos grupos 1% Q, 1,5% Q e 2% Q

apresentaram aumento nos valores de pH de acordo com a maior concentracdo de quitosana.

A solubilidade dos filmes foi influenciada pela concentracdo de quitosana e 6leo
essencial, os filmes de 1,5% de quitosana com 6leo essencial de cravo e louro apresentaram 0s
mais elevados valores de solubilidade e o filme de 1% de quitosana (sem adi¢cdo de 6leo
essencial) a mais baixa solubilidade e devido a sua baixa solubilidade em agua pode ser
indicado para alimentos com alta umidade como o pescado. A permeabilidade ao vapor de
agua (PVA) e a espessura apresentaram relacdo direta com a concentragdo de quitosana, ou
seja, os filmes com maior concentracdo de quitosana apresentaram maiores valores de

permeabilidade ao vapor de dgua e espessura.

As propriedades mecéanicas dos filmes sofreram influéncia da concentracdo de
quitosana, os filmes de 1% de quitosana apresentaram a maior fragilidade (pelicula muita fina
e bastante susceptivel a quebra); os filmes de 1,5% de quitosana apresentaram os melhores
resultados em termos de flexibilidade (menos susceptivel a quebra que os filmes de 1%) e os

filmes 2% apresentaram maior rigidez de material.

Em termos de cor e opacidade, os filmes de quitosana e Gleos essenciais tiveram
relacdo direta com a concentracdo de quitosana. Todos os filmes apresentaram uma coloracéo
amarelada (intensificada de acordo com a maior concentracdo de quitosana). A opacidade
apresentou comportamento diretamente proporcional a maior concentracdo de quitosana

(maiores valores de opacidade nos filmes de 2% de quitosana com cravo e louro).

Todos os revestimentos apresentaram atividade antimicrobiana (formacdo de halo de
inibicdo) frentes as quatro cepas bacterianas utilizadas (E. coli, S. aureus, Salmonella e
Vibrio parahaemolyticus). Em destaque os revestimentos de quitosana com 6leos essenciais
de cravo, horteld, louro e tangerina que apresentaram os maiores halos de inibi¢cdo. Em geral
0s revestimentos de quitosana e Oleos essenciais (grupos 1% Q, 15% Q e 2% Q)
apresentaram uma diminuigcdo dos diametros dos halos de inibi¢cdo de acordo com a maior

concentracdo de quitosana frente as quatro cepas bacterianas.
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3 REVESTIMENTOS COMESTIVEIS DE QUITOSANA E OLEOS ESSENCIAIS
PARA CAMARAO Litopenaeus vanammei CONGELADO

RESUMO

O camardo Litopenaeus vannamei é uma espécie de grande potencial no mercado mundial,
destacando-se pela excelente qualidade da carne, textura, sabor e aroma. Revestimentos
comestiveis podem ser utilizados para prolongar a vida Gtil e manter a qualidade de alimentos
congelados. O objetivo deste estudo foi avaliar a eficiéncia de revestimentos comestiveis de
quitosana e Oleos essenciais na qualidade de camardo (L. vannamei) congelado, atraves de
andlises quimicas, fisico-quimicas e microbiolégicas. As amostras de camardo foram
divididas em cinco tratamentos: C - controle, G - glaciamento, Q - revestimento de 1,5% de
quitosana, QT - revestimento de 1,5% de quitosana + 0,5% de Gleo essencial de tangerina, QL
- revestimento de 1,5% de quitosana + 0,5% de 6leo essencial de limdo. As anélises de
composi¢do quimica, pH, bases volateis totais (BVT), Trimetilamina (TMA), substancias
reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS), e microbioldgicas (contagem total de mesofilas e
psicrotroficas, Vibrio spp., Staphylococcus congulase positiva e coliformes termotolerantes)
foram realizadas durante 180 dias de armazenamento. As taxas de absorcéo (revestimentos e
glaciamento), perda de peso (controle), perda de revestimento e perda de glaciamento
apresentaram diferencas significativas (p<0,05) entre 0s meses e tratamentos. Na composicédo
quimica foi observado um decréscimo nos valores de umidade, proteinas e carboidratos entre
o inicio e o final da estocagem e com as cinzas e os lipidios foi observado o comportamento
inverso. Os valores de pH, BVT e TMA mantiveram-se dentro dos limites da legislacéo
vigente e apresentaram diferencas significativas (p<0,05) entre os tratamentos. Os valores de
TBARS apresentaram diferencas significativas (p<0,05) entre os tratamentos. As bactérias
mesdfilas e psicrotréficas apresentaram reducdo nas contagens bacterianas ao final do periodo
de estocagem. Em relacdo a Vibrio spp. todos os tratamentos apresentaram valores dentro da
legislacdo vigente. E Staphylococcus coagulase positiva e coliformes termotolerantes os
tratamentos C e G apresentaram valores acima do permitido pela legislacdo vigente. Os
revestimentos a base de quitosana e 0leos essenciais demonstraram um potencial promissor

para prolongar a vida util e manter a qualidade de camarao L. vannamei congelado.

Palavras-chave: Biopolimero. Compostos volateis. Frescor. Vida Util.



89

ABSTRACT

Litopenaeus vannamei is a species of shrimp of great potential in the world market, standing
out for its excellent quality meat, texture, flavor and smell. Edible coatings can be used to
extend shelf life and keep quality of frozen food. The aim of this study was to evaluate the
efficiency of chitosan edible coatings and essential oils in the quality of frozen shrimp (L.
vannamei) through chemical, physical-chemical and microbiological analyzes. The samples
were divided into five treatments: C - control, G - glazing, Q - 1.5% chitosan coating, QT -
1.5% chitosan coating + 0.5% essential oil of tangerine, QL - 1.5% chitosan coating + 0.5%
essential oil of lemon. The analyzes of chemical composition, pH, total volatile basic (TVB),
trimethylamine (TMA), thiobarbituric acid reactive substances (TBARS), and microbiological
(mesophilic and psychrotrophic counts, Vibrio spp., congulase positive Staphylococcus and
thermotolerant coliforms) analyzes were performed for 180 days of storage. The absorption
rates (coatings and glazing), weight loss (control), loss of coating and loss of glazing
presented significant differences (p<0.05) between months and treatments. In the chemical
composition a decrease in the values of moisture, proteins and carbohydrates was observed
between the beginning and the end of the storage and on the other hand the for ashes and the
lipids contents a reverse behavior was observed. The pH, TVB and TMA values remained
within the limits of the current legislation and presented significant differences (p<0.05)
among the treatments. The TBARS values presented significant differences (p<0.05) among
the treatments. The mesophilic and psychrotrophic bacteria presented a reduction in bacterial
counts at the end of the storage period. Regarding to Vibrio spp. all treatments presented
values within the current legislation. For coagulase positive Staphylococcus and
thermotolerant coliforms the C and G treatments presented values above that allowed by
current legislation. The coatings based on chitosan and essential oils have demonstrated

promising potential to extend shelf life and keep the quality of frozen shrimps L. vannamei.

Keywords: Biopolymer. Volatile compounds. Freshness. Shelf life.
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3.1 Introducgéo

O pescado € um componente extremamente importante na dieta humana, como
fonte de nutrientes (proteinas, lipidios e componentes bioativos) e dessa forma a industria
pesqueira contribui para o fornecimento de uma variedade de produtos e subprodutos para o
consumo (GONCALVES, 2011).

A crescente demanda por proteinas animais, devido ao crescimento da populacéo
mundial e da economia dos paises em desenvolvimento esta na ordem do dia. Em 2014 a
producdo mundial de pescado proveniente da aquicultura alcangou o patamar de 73,8 milhGes
de toneladas e os crustaceos contribuiram com 6,91 milhGes de toneladas (FAO, 2016).

O camardo marinho Litopenaeus vannamei é atualmente a principal espécie de
crustaceo cultivada no Brasil devido as suas excelentes condi¢cGes de crescimento e
adaptabilidade, facil nutricdo, manejo e altos niveis de produtividade e lucratividade
(BARBIERI JUNIOR; OSTRENSKY NETO, 2002; PEREZ-VELAZQUEZ et al., 2012). A
espécie L. vannamei destaca-se pelo alto valor comercial e principalmente pela excelente
qualidade da carne que € rica em nutrientes essenciais para a dieta humana (DAMASCENO,
2017; YUAN; LV; TANG; ZHANG; SUN, 2016).

No entanto, os camardes sdo altamente pereciveis, sendo facilmente suscetiveis
de contaminacdo devido a sua musculatura ser constituida de tecido conjuntivo fragil, pelo pH
proximo da neutralidade, pela elevada atividade de agua e ainda devido aos aminoacidos
livres, gorduras insaturadas passiveis de oxidacdo e atividade enzimatica autolitica (LIRA et
al., 2013; ZHANG et al., 2015). Em virtude dessa alta perecibilidade os camar@es frescos
devem ser processados para estender sua vida Util, sendo o congelamento um dos métodos
mais regularmente utilizados para o prolongamento de seu prazo de validade (WU, 2014).
Atualmente o uso de embalagens comestiveis de biopolimeros pode ser uma alternativa
excelente para estender a vida util de pescado em geral.

A comunidade cientifica tem demonstrado constante interesse na utilizacdo de
polimeros biodegradaveis para a producdo de embalagens comestiveis que possam substituir
as embalagens plasticas convencionais. Os revestimentos comestiveis podem conservar a
qualidade dos alimentos, retardando a oxidacéo lipidica, inibindo o crescimento microbiano,
reduzindo a deterioragdo sensorial e a perda de umidade (JEON et al., 2002; LU et al., 2009;

WU et al., 2000). Filmes e revestimentos comestiveis de polissacarideos, proteinas e lipidios
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podem prolongar a vida uatil dos alimentos, pois atuam como barreira contra a umidade,
oxigénio, dioxido de carbono e vapor de agua (OJAGH et al., 2010; WU et al., 2000).

A quitosana € um polissacarideo obtido pela desacetilacdo da quitina, que € o
principal componente dos exoesqueletos de crustaceos (PEREDA et al., 2012). Pode produzir
filmes com capacidade aceitdvel para gases (CO, e O,) e propriedades funcionais para
aplicacdo em embalagens de alimentos (LACETA et al.,2013). Os filmes e revestimentos
comestiveis de quitosana podem representar uma grande promessa na preservacdo de
alimentos (KERCH, 2015). Alem disso, existe um grande interesse em desenvolver materiais
com natureza antimicrobiana para evitar a deterioracdo dos alimentos causada pela
contaminacdo microbiana e, nesse contexto, a quitosana € um material relevante para a
producdo de filmes e revestimentos devido a sua potencial atividade antimicrobiana (DUTTA,;
TRIPATHI; MEHROTRA; DUTTA, 2009).

Sabe-se que os 6leos essenciais extraidos de plantas e especiarias sdo excelentes
antioxidantes e antimicrobianos (CARVALHO et al., 2016). Os 0leos essenciais podem ser
incorporados em filmes e revestimentos comestiveis de biopolimeros como agentes
antimicrobianos naturais e antioxidantes, com o intuito de prolongar a vida util de alimentos
pereciveis como o pescado fresco (ALPARSLAN et al., 2016; OJAGH et al., 2010). A
incorporacdo de 6leos essenciais em revestimentos comestiveis a base de quitosana ganhou
interesse cientifico devido as propriedades bactericidas e fungicidas vinculadas a esses
compostos volateis (MAQBOOL; ALI; ALDERSON, 2010). Devido aos seus componentes
ativos € possivel potencializar consideravelmente a eficiéncia antibacteriana dos
revestimentos de quitosana (YUAN; CHEN; LI, 2016). Oleos essenciais citricos apresentam
consideravel atividade antimicrobiana e o seu efeito antimicrobiano pode ser acentuado ao

serem incorporados a filmes biodegradaveis de quitosana (RANDAZZO, et al.,2016).

A partir deste contexto, o presente estudo teve por objetivo avaliar a eficiéncia de
revestimentos comestiveis de quitosana e 0Oleos essenciais citricos (limdo e tangerina) na
qualidade do camardo (Litopenaeus vannamei) congelado, por meio de andlises quimicas,

fisico-quimicas e microbiologicas.
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3.2 Objetivos

3.2.1 Objetivo geral

Avaliar a eficicia de revestimentos comestiveis, a base de quitosana e 6leos
essenciais citricos (limdo e tangerina) na qualidade do camardo Litopenaeus vannamei

congelado.
3.2.2 Objetivos especificos

- Analisar a influéncia dos revestimentos de quitosana e 6leos essenciais, em
relacdo as caracteristicas quimicas, fisico-quimicas e microbioldgicas de camardo Litopenaeus

vanammei congelado;

- Determinar a vida de prateleira de camardo Litopenaeus vanammei, revestido e

congelado, durante estocagem congelada.
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3.3 Material e métodos
3.3.1 Preparacéao dos revestimentos e glaciamento

Os revestimentos de 1,5% de quitosana, 1,5% de quitosana + 0,5% de o6leo
essencial de tangerina e 1,5% de quitosana + 0,5% de Oleo essencial de limdo foram
preparados no Laboratério de Tecnologia do Pescado (LATEPE), da Universidade Federal do
Ceara, de acordo com SOUZA et al. (2010a), com adaptacbes. A quitosana de alto peso
molecular com 95,1% de descetilagdo foi proveniente da Polymar Industria e Comércio Ltda.
Os revestimentos de 1,5% de quitosana (p/v) foram solubilizados em solucédo de &cido latico a
1% (v/v) sob agitacdo com auxilio de agitador magnético (Fisaton modelo 752) durante 3
horas, em temperatura ambiente e o glicerol 0,5% (v/v) foi utilizado como plastificante. Logo
apos foi incorporado separadamente o0s Gleos essenciais de tangerina e limédo (Bioesséncia) na
concentracdo de 0,5% (v/v), também sob agitacdo por 30 minutos. Apds a solubilizagdo, os
revestimentos foram acondicionados em capela de fluxo laminar (Pachane modelo Pa40) e
submetidos a esterilizacdo em luz ultravioleta por 30 minutos. Em seguida foram
armazenados sob refrigeracdo a 2°C por 24 h. Foi utilizada para o glaciamento agua destilada

esteril (autoclavacdo 121° C/ 15 minutos) e armazenada sob refrigeracéo a 2°C por 24 h.

3.3.2 Matéria-prima

Foram adquiridos aproximadamente 15 kg de camardes cinza (L. vanammei)
provenientes de fazenda de carcinicultura, localizada em Jaguaruana — CE; os mesmos foram
acondicionados em caixa isotérmica com gelo e transportados ao Laboratério de Tecnologia
do Pescado - LATEPE do Departamento de Engenharia de Pesca (DEP) da Universidade
Federal do Ceard (UFC). Logo apds a chegada ao laboratdrio os camardes inteiros foram
lavados em &gua corrente e submetidos ao processamento (descabecamento e descascamento)
de acordo com a Figura 15. Em seguida foi realizada a pesagem, embalagem e congelamento.
Apbs 24 horas foram aplicados os revestimentos, glaciamento em &agua destilada estéril
gelada, embalagem e congelamento novamente, em condi¢bes assepticas no saldo de
beneficiamento do referido laboratério, todo o processo esta esquematizado na Figura 16. Os
exemplares de camardes (sem cabeca e descascados) foram acondionados em bandejas de
isopor com aproximadamente 70 g de amostra em cada bandeja (FIGURA 17), totalizando 90
bandejas, sendo cada bandeja identificada e envolvida em filme de PVC para serem

submetidas ao congelamento a £+ -18° C.
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Fonte: Prépria do autor (2016).

Figura 16 - Fluxograma do processamento de camardo Litopenaeus vanammei em laboratorio.
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Fonte: Propria do autor (2018).
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Figura 17 — Acondicionamento das amostras de camarao
Litopenaeus vanammei em bandejas de isopor.

Fonte: Prépria do autor (2016).

3.3.3 Tratamentos utilizados nas amostras de camarao

As amostras de camardo Litopenaeus vanammei (sem cabeca e descascado) foram
submetidas a 5 tratamentos conforme o Quadro 3. Todas as amostras foram conservadas sob

congelamento a + -18°C por 180 dias.

Quadro 3 — Tratamentos utilizados nas amostras de camarao Litopenaeus vanammei.

Tratamentos C G Q QT QL
Controle X - - - -
Glaciamento - X - - -
Quitosana 1,5% - - X X X
Oleo de Tangerina 0,5% - - - X -
Oleo de Limao 0,5% - - - - X

C - Camardo congelado (controle); G - Camardo congelado com glaciamento; Q - Camardo congelado com
revestimento de 1,5% de quitosana; QT - Camardo congelado com revestimento de 1,5% de quitosana + 0,5%
de 6leo essencial de tangerina; QL - Camardo congelado com revestimento de 1,5% de quitosana + 0,5% de
6leo essencial de lim&o.

Fonte: Propria do autor (2017).

3.3.4 Aplicacgoes dos revestimentos e glaciamento nas amostras

Em relacdo aos revestimentos as amostras foram submetidas a trés diferentes
tratamentos (revestimento de 1,5% de quitosana, revestimento de 1,5% de quitosana + 0,5%
de 6leo essencial de tangerina e revestimento de 1,5% de quitosana + 0,5% de 6leo essencial
de lim&o). O procedimento consistiu na retirada dos camardes congelados de cada bandeja
com pinca estéril (FIGURA 18) e sua imers&o na solucéo de cada revestimento separadamente
a uma temperatura de 2°C + 1°C por 20 segundos (FIGURA 19).
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Figura 18 — Camardes Litopenaeus vanammei congelados para
aplicacao dos revestimentos.

b

Fonte: Propria do autor (2016).

Figura 19 — Aplicacdo dos revestimentos por imersdo nos camardes Litopenaeus
vanammei congelados.

Fonte: Propria do autor (2016).

Em seguida & aplicacdo foi realizada a drenagem em peneira de malha de aco
inoxidavel por 20 segundos para a retirada do excesso de revestimento. Logo apds a drenagem
os camarbes foram acondicionados novamente nas bandejas de isopor devidamente
identificadas e envolvidas em filme de PVC. Para todos os revestimentos (1,5% de quitosana,
1,5% de quitosana + 0,5% de 6leo essencial de tangerina e 1,5% de quitosana + 0,5% de 6leo
essencial de lim&o) foi realizado 0 mesmo procedimento. Para o glaciamento o procedimento
foi semelhante a aplicacdo dos revestimentos, os camardes foram imersos em agua destilada
estéril a 2°C + 1°C por 20 segundos e submetidos a drenagem em peneira de malha de aco

inoxidavel também por 20 segundos (FIGURA 20) para a posterior embalagem da mesma
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maneira utilizada nos revestimentos. Apds a aplicacdo dos revestimentos e glaciamento as

amostras foram armazenadas a -18°C por 180 dias.

Figura 20 — Aplicacéo do glaciamento (a) e procedimento de drenagem (b) em
camardes Litopenaeus vanammei congelados.

Fonte: Propria do autor (2016).

3.3.5 Taxa de absorgéo (revestimentos e glaciamento), perda de peso, perda revestimento e

perda de glaciamento

A taxa de absorcdo de revestimento, taxa de absorcdo de glaciamento, perda de
peso, perda de revestimento e perda de glaciamento das amostras de camardo Litopenaeus
vanammei congelado (sem cabeca e descascado) foi determinada corforme Soares et al.,
(2015).

3.3.5.1 Taxa de absorg¢éo de revestimento e glaciamento
3.3.5.1.1 Taxa de absorcéo de revestimento

A taxa de absorcdo de revestimento foi calculada utlizando 5 bandejas com 15
camardes Litopenaeus vanammei que foram pesados antes da aplicacdo de cada revestimento
(W1) e depois da aplicacdo de cada revestimento (W2) de acordo com a equacéo (1) abaixo:

Taxa de absor¢io de revestimento (%) = W,—W, x 100 m
“ 2



98

3.3.5.1.2 Taxa de absorcéo de glaciamento

Para o célculo da taxa de absorcdo de glaciamento foram utilizadas 5 bandejas
com 15 camarfes Litopenaeus vanammei que foram pesados antes da aplicacacdo do
glaciamento (W3) e ap6s a aplicacdo do glaciamento (W4) conforme a equacdo (2) abaixo:

Taxa de absorc¢io de glaciamento (%) = W,-W, x 100 2)
4

3.3.5.2 Perda de peso

Para a determinacdo da perda de peso foram utilizadas 5 bandejas com 15
camard@es Litopenaeus vanammei que foram pesados antes do congelamento (Ws) e depois do
congelamento (W) durante o periodo de estocagem (cada 30 dias) até 180 dias. A perda de
peso foi calculada conforme a equacéo (3) abaixo:

Perda de peso (%) = W,—-W, x 100 3)
” 6

3.3.5.3 Perda de revestimento

Na determinagdo da perda de revestimento foram utilizadas 5 bandejas com 15
camarfes Litopenaeus vanammei que foram pesados antes da aplicacagdo de cada
revestimento (W;), depois da aplicacdo de cada revestimento (W,) e ap6s o periodo de
estocagem (cada 30 dias) até 180 dias foram pesados novamente (W-) conforme a férmula (4)

abaixo:

Perda de revestimento (%) = W, -—-W, x 100 “4)

2 1

3.3.5.4 Perda de glaciamento

Para a determinacdo da perda de glaciamento foram utilizadas 5 bandejas com 15
camardes Litopenaeus vanammei que foram pesados antes da aplicagdo do glaciamento (W3),
depois da aplicagdo do glaciamento (W4) e apds o periodo de estocagem (cada 30 dias) ate

180 dias foram pesados novamente (Ws) de acordo com a férmula (5) a seguir:

Perda de glaciamento (%) = Wg-—-W, x 100 Q)]



99

3.3.6 Analises quimicas, fisico-quimicas e microbioldgicas

As andlises de composicdo quimica, pH, BVT, TMA, TBARS, e microbiologicas
(contagem total de mesofilas e psicrotréficas, Vibrio spp., Staphylococcus coagulase positiva e
coliformes termotolerantes) foram realizadas nas amostras de camardo Litopenaeus vanammei

congelado no tempo inicial e durante 180 dias de estocagem.
3.3.6.1 Composic¢éo Quimica

A composi¢do quimica (umidade, cinzas, proteinas e lipidios) das amostras de
camardo Litopenaeus vanammei (sem cabeca e descascado) de cada tratamento foi realizada
em quadruplicata no tempo inicial e final de estocagem de acordo com a metodologia da
Association of Official Analytical Chemists (AOAC, 2005). Os valores referentes aos
carboidratos foram obtidos pela diferenca entre os demais componentes da composicdo

quimica.
3.3.6.1.1 Umidade

A umidade (UM) foi determinada pelo método gravimétrico, descrito por
Nagakura (1972). As amostras permaneceram em estufa de secagem a 105°C por 24h. Sendo
a umidade calculada pela diferenca entre o peso inicial e final das amostras, valor expresso

em percentagem de acordo com a férmla (6) abaixo:

Umidade (%) = V,-V, x 100 6)

1 0

Onde: V, — peso do cadinho;
V1 — peso do cadinho com amostra Umida;
V, — peso do cadinho com amostra seca
3.3.6.1.2 Cinzas

As cinzas (CZ) foram determinadas por incineragdo em forno mufla a 550° C por
um periodo de 4h, de acordo com Nagakura (1972). O teor de cinzas foi calculado pela
diferenca entre os pesos inicial e final das amostras e expresso em percentagem de acordo

com a equacéo (7) a seguir:
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Cinzas (%) = V,-V, x 100 7
Vl _VO

Onde: VO — peso do cadinho;
V1 — peso do cadinho com amostra Umida;
V2 — peso do cadinho com cinzas.

3.3.6.1.3 Proteinas

O teor de proteinas (PT) foi determinado pelo método semi-micro Kjeldahl. O
método baseia-se na transformacao do nitrogénio da amostra em sulfato de amonio por meio
da digestdo com &cido sulfurico e posterior destilacdo com liberacdo da amonia fixada em
solucdo &cida e quantificada por titulometria &cido-base. Apo6s a titulagdo com &cido cloridrico
0,04 N o valor de nitrogénio total da amostra foi mensurado conforme equagéo (8) abaixo:

Nitogenio total (%) = (Vol. da_amostra — Vol. do branco ) x 0,014 x 0,04 x Fator HCl x 100 (8)
Peso da amostra
Onde: Vol. da Amostra — volume de &cido cloridrico gasto na titulagdo da amostra (mL)
Vol. do branco — volume de &cido cloridrico gasto na titulacdo do branco (mL)
Fator HCI — Fator de correcéo da solucédo de acido cloridrico utilizada

A conversédo do teor de nitrogénio total em proteinas (expresso em porcentagem)
foi determinada através da multiplicacdo do valor de nitrogénio total pelo fator de 6,25 (fator

de conversdo para carnes) conforme férmula (9) abaixo:

Proteinas (%) = % de Nitrogenio total x 6,25 (&)

3.3.6.1.4 Lipidios (gorduras)

Os lipidios (LP) foram determinados pelo método de Soxlet, utilizando-se a
acetona como solvente de extracdo. A extracdo foi realizada em determinador de gordura
(Tecnal TE-044), onde foram ocoplados os reboilers receptores (tubos de vidro) por um
periodo de 2 horas. E o percentual de lipidios foi calculado através da relacdo entre o peso

final do lipidio e o peso inicial da amostra de acordo com a equacéo (10) a seguir:

Lipidios (%) = _Peso do reboiler com gordura — Peso do reboiler vazio  x 100 (10)
Peso da amostra
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3.3.6.1.5 Carboidratos

Conforme Vannucchi (1990), os carboidratos (CA) foram obtidos por diferenca
entre os demais componentes da composi¢éo quimica de acordo com a formula (11) abaixo:

% Carboidratos = 100 - (% Umidade + % Cinzas + % Proteinas + % Lipidios) (11)

3.3.6.2 Potencial hidrogeniénico (pH)

O pH das amostras de camardo Litopenaeus vanammei de acordo com o0
tratamento foi mensurado com o auxilio de potencidometro digital (KASVI Modelo K39-
2014B), as analises foram realizadas em quadruplicata no tempo inicial e a cada 30 dias de
estocagem, a partir da homogeneizacdo de 10 g da amostra macerada com 100 ml de agua
destilada, sendo em seguida realizada a leitura conforme a Association of Official Analytical
Chemists (AOAC, 2005).

3.3.6.3 Nitrogénio das bases volateis totais (N-BVT)

A quantificacdo das bases volateis totais foi realizada pelo método de destilacdo
com modificagbes (MALLE; TAO, 1987). A metodologia consistiu na preparacdo dos
extratos de cada tratamento com 10 g de amostra de camardo pesada em balanca analitica
(Marca Ohaus), previamente triturados em multiprocessador e adicionados 90 mL de &cido
tricloroacético (TCA) a 7,5% (v/v). Essa mistura foi macerada e homogeneizada em gral de
porcelana e permaneceu em repouso por 30 minutos. Em seguida o homogeneizado foi
filtrado com papel de filtro pra a obtencéo de extrato limpido. As anélises foram realizadas no
tempo inicial e a cada 30 dias de estocagem em quadruplicata, sendo adicionados nos tubos de
destilacdo 25 ml de extrato e 5 ml de solucdo de hidroxido de sodio a 10% (p/v). Nos
erlenmeyers foram adicionados 15 ml de acido borico 4% (p/v) com 0,04 ml de indicador
misto (verde de bromocresol e vermelho de metila). A destilacdo foi realizada com o auxilio
de destilador de Nitrogénio (TECNAL modelo TE-036/1) e ocorreu devido ao arraste de
vapor onde foi obtido um destilado, que posteriormente foi coletado ao completar 50 ml. Para
a titulagdo utilizou-se acido sulfurico a 0,05 M (v/v) até o ponto de viragem rosa palido. Os
resultados foram expressos em mg de N-BVT/100 g de camardo, coforme equagdo (12) a

sequir:



102

N-BVI = 14g/mol xa xb x300 mg/100g (12)
25 mL

Onde: a — ml de H,SO4 utilizado na titulacéo;

b — normalidade do &cido sulfurico.

3.3.6.4 Nitrogénio da trimetilamina (N-TMA)

Na quantificacdo da trimetilamina foi utilizada a metodologia de microdifuséo de
Conway com modificacdes (CONWAY; BYRNE, 1933). Os extratos de cada tratamento
foram preparados com 50 g de amostra de camardo pesada em balanga analitica (Marca
Ohaus), previamente triturados em multiprocessador e adicionados 50 mL de é&cido
tricloroacético (TCA) a 10% (v/v). A mistura foi macerada e homogeneizada em gral de
porcelana e permaneceu em repouso por 30 minutos. Posteriormente o homogeneizado foi
filtrado com papel de filtro para a obtencéo de extrato limpido. As analises foram realizadas
no tempo inicial e a cada 30 dias de estocagem em quadruplicata. O procedimento de
montagem das placas de microdifusdo foi realizado primeiramente no compartimento interno,
onde foram adicionados 2 mL de &cido bérico 1% (p/v) contendo indicador misto de Tashiro
(verde de bromocresol e vermelho de metila) e no compartimento externo foram adicionados
2 mL do extrato e 2 mL de solucédo saturada de carbonato de potassio (p/v) e 1 mL de formol
a 35% previamente neutralizado, com a funcdo de quantificar somente a trimetilamina. Em
seguida a adicdo dos reagentes, as placas foram prontamente vedadas com o auxilio de tampas
de vidro, graxa de silicone e grampos metélicos, para entdo serem homogeneizadas e
incubadas em estufa a £ 35° C por 2 horas. Ap6s o tempo de incubacdo foi realizada a
titulacdo do contetdo das placas com uma solucdo de acido cloridrico a 0,01 N (v/v). Os
valores foram expressos em mg de N-TMA/100 g de camardo, de acordo com a equacéo (13)

a sequir:

N-TMA = (VxNx1400)x (T-U) mg/100g (13)
VaxP

Onde: V = volume (mL) do acido HCI 0,01N utilizado na titulag&o;

N = normalidade da solugéo de HCI 0,01N;
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T = volume (mL) da solugdo de TCA a 10% utilizada;
U = umidade da amostra;
Va = volume (mL) da aliquota do extrato;

P = peso da amostra utilizada no preparo do extrato (g).

3.3.6.5 Oxidacdo lipidica (Substancias reativas ao acido tiobarbiturico - TBARS)

Nas amostras de camardo Litopenaeus vanammei congelado (sem cabeca e
descascado) a estabilidade oxidativa foi avaliada através das Substancias Reativas ao Acido
Tiobarbitdrico (TBARS) com modificacdes (VYNCKE, 1970).

Na preparacdo dos extratos de cada tratamento foram utilizados 10 g de amostra
de camardo Litopenaeus vanammei pesada em balanga analitica (Marca Ohaus), previamente
triturados em multiprocessador e adicionados 50 mL de &cido tricloroacético (TCA) a 7,5%
(v/v). A mistura foi macerada e homogeneizada em gral de porcelana e 0 homogeneizado foi
filtrado com papel de filtro para a obtencéo de extrato limpido. Em seguida foram tranferidos
5 mL do extrato filtrado e 5 mL de TBA 0,02M para tubos de ensaio com tampa, sendo
homogeneizados com agitador de tubos (Quimis Q-220). No branco foi utilizado 5 mL de
TBA 0,02 M e 5 mL de TCA 7,5% para calibrar o espectrofotdmetro. Logo apds os tubos
foram aquecidos em banho-maria a temperatura de 90 °C por 10 minutos e o resfriamento foi
realizado prontamente em imersdo de agua e gelo. As andlises foram realizadas no tempo
inicial e a cada 30 dias de estocagem em quadruplicata. A leitura da absorbancia foi realizada
em espectrofotdbmetro a 532 nm. Para a determinacdo do valor de TBARS foi utilizada uma
curva padrdo de calibracdo a partir do reagente 1,1,3,3- tetraetoxipropano (TEP). Os valores

foram expressos em mg de malonaldeido (MDA) / kg de camaréo.

3.3.6.6 Analises microbioldgicas
3.3.6.6.1 Contagem de bactérias heterotréficas cultivaveis

As bactérias heterotroficas cultivaveis (mesoéfilas e psicrotroficas) foram
quantificadas de acordo com as normas da American Public Health Association (APHA), na
quarta edicdo do Compendium of Methods for the Microbiological Examination of Foods
(DOWNES; ITO, 2001). Foram realizadas diluigdes com solugédo salina 0,85% variando de



104

10" a 10° nas amostras de camaréo Litopenaeus vanammei de cada tratamento no tempo inicial
e a cada 30 dias estocagem. O plaqueamento foi realizado em meio Plate Count Agar (PCA)
pela técnica de pour plate. Conforme as dilui¢6es foi utilizada uma aliquota de 1 mL de cada
diluicdo da amostra em cada placa e sobre esta 15 mL do meio de cultura. O procedimento foi
realizado em duplicata conforme Figura 21 e as placas foram invertidas e incubadas a 7°C por
10 dias (psicrotroficas) e a 35°C por 48 horas (mesdfilas).

Figura 21 — Fluxograma das analises de contagem de bactérias heterotroficas cultivaveis nas
amostras de camardo Litopenaeus vanammei.
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Apos o periodo de incubagdo foram selecionadas para quantificacdo as placas com

crescimento entre 25 e 250 unidades formadoras de col6nias (UFC). O célculo das bactérias
heterotroficas cultivaveis (mesofilas e psicrotroficas) foi realizado pela expressdo: UFC x
inverso do fator de diluicdo, sendo UFC/g para cada tratamento.

3.3.6.6.2 Vibrio spp.

A presenca de Vibrio spp. foi determinada através da turvagéo de tubos multiplos

e as diluices foram realizadas com solucéo salina 1% variando de 10" a 10° nas amostras de
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camardo Litopenaeus vanammei de cada tratamento no tempo inicial e a cada 30 dias
estocagem (SILVA et al., 2010). Para o teste presuntivo foi utilizado uma seqiiéncia de 3
tubos de ensaio com Agua Peptonada Alcalina (APA), que foram incubados em estufa a 35° C
por 48 h. A partir da turvacdo em APA foram retiradas aliquotas com alca de niquel cromo e
semeadas em placas de petri pela técnica de estriamento em Agar Tiossulfato-citrato-bile-
sacarose (TCBS) com incubagdo em estufa a 35°C por 24 horas (FIGURA 22). Sobre a
superficie do meio as colénias com crescimento caracteristico de Vibrio spp. que
apresentaram sacarose negativa (verdes) e/ou positiva (amarelas) foram contadas

separadamente.

Figura 22 — Fluxograma das analises de Vibrio spp. nas amostras de camardo Litopenaeus
vanammei.
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3.3.6.6.3 Staphylococcus coagulase positiva

Para a quantificacdo de Staphylococcus coagulase positiva foram realizadas
diluicdes com solugdo salina 0,85% variando de 10' a 10° nas amostras de camardo
Litopenaeus vanammei de cada tratamento no tempo inicial e a cada 30 dias estocagem. De

acordo com a amostra foi utilizada uma aliquota de 100 ul de cada diluigdo para
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plagueamento em meio de cultura Agar Baird Parker pela técnica de spread plate (FIGURA
23). O procedimento foi realizado em duplicata e as placas foram invertidas e incubadas a
35°C por 48 h (DOWNES; ITO, 2001). Apbés o periodo de incubacdo, as colbnias
consideradas tipicas foram contadas e selecionadas. Posteriormente, as cepas foram isoladas
em tubos de ensaio com Agar Triptona de Soja (TSA) inclinado para incubagio a 35°C por 24
h. Apos a incubacdo os tubos foram repicados em caldo de infusdo cérebro — coracéo (BHI)
para incubacdo a 35°C por 24 h. Apos este periodo foi realizado o teste de coagulase, através

da reacdo com plasma de coelho (marca LABORCLIN) e com leituras de 2, 8 e 24 horas.

Figura 23 — Fluxograma das analises de Staphylococcus coagulase positiva nas amostras de
camardo Litopenaeus vanammei.
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3.3.6.6.4 Coliformes termotolerantes

A quantificagdo de coliformes termotolerantes foi determinada pela técnica de
tubos maltiplos de acordo com o método da American Public Health Association (APHA),
descrito no Compendium of Methods for the Microbiological Examination of Foods
(KORNACKI; JOHNSON, 2001). As diluicGes foram realizadas com solucdo salina 0,85%

variando de 10" a 10° nas amostras de camaréo Litopenaeus vanammei de cada tratamento no
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tempo inicial e a cada 30 dias estocagem. Para o teste presuntivo foi utilizado uma seqiéncia
de 3 tubos de ensaio com caldo Lauril Triptose e tubos de Durham invertidos em cada
diluicdo, que foram incubados em estufa a 35°C por 48 h. Ap6s o periodo de incubacéo,
observou-se se havia ou ndo crescimento de microrganismos com producao de gas nos tubos
de Durham. Quando o resultado apresentou-se positivo, os tubos positivos foram repicados
para tubos com caldo Escherichia coli (EC) e tubos de Durham invertidos, sendo
posteriormente incubados em banho termostatico a 45°C por 48 horas de acordo com a Figura
24. A presenca de coliformes termotolerantes foi determinada pelo crescimento de
microrganismos com producdo de gas nos tubos de Durham. Em caso de producdo de gas
(tubos positivos) foi determinado o valor do ndmero mais provavel (NMP) por grama

utilizando a tabela de NMP de acordo com as dilui¢Ges para expressdo dos resultados.

Figura 24 — Fluxograma das analises de coliformes termotolerantes nas amostras de camarao
Litopenaeus vanammei.
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3.3.7 Analise estatistica

Os dados (analises quimicas e fisico-quimicas) foram tratados estatisticamente por
meio da analise de variancia (ANOVA) e o teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia foi
utilizado para a comparagdo entre as médias. Na analise dos dados foi utilizado o software
estatistico StatSoft STATISTICA verséo 7.0.
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3.4 Resultados e discussao

3.4.1 Taxa de absorcdo de revestimentos e glaciamento em amostras de camarao congelado

As taxas de absorcdo dos revestimentos e do glaciamento das amostras de
camardo Litopenaeus vanammei (sem cabeca e descascado) podem ser observadas na Tabela
17. A qualidade dos produtos alimentares congelados pode deteriorar-se durante a estocagem
por varios motivos, tais como as flutuacbes na temperatura de estocagem, taxa de
congelamento e descongelamento (BOONSUMREJ et al., 2007). Os revestimentos de
quitosana podem ser utilizados como uma espécie de glaciamento para retardar as alteracdes
de qualidade do pescado congelado durante a estocagem (SATHIVEL et al.,, 2007). O
glaciamento pode ser definido como a aplicacdo de uma fina camada de gelo sobre a
superficie de produtos congelados por imersdo ou pulverizacdo em agua gelada, tendo a

funcdo de preserva-los da desidratacdo e oxidacdo (ZOLDOS et al., 2011).

Tabela 17 — Taxa de absorcdo de revestimentos e glaciamento (média + desvio
padrdo) em amostras de camardo Litopenaeus vanammei congelado.

TRATAMENTO Taxa de Absorc¢ao (%)
Q 13,83 +0,62°"
QT 17,97 +0,31°
QL 16,96 + 0,48°
G 7,59+0,34°

Q - Camarédo congelado com revestimento de 1,5% de quitosana; QT - Camardo congelado
com revestimento de 1,5% de quitosana + 0,5% de dleo essencial de tangerina; QL -
Camarédo congelado com revestimento de 1,5% de quitosana + 0,5% de 6leo essencial de
limdo; G - Camardo congelado com glaciamento; Letras mindsculas diferentes na coluna
das médias dos tratamentos indicam que existe diferencga significativa (p<0,05) entre os
tratamentos.

Verificou-se que as taxas de absorcdo dos revestimentos nas amostras de camardo
Litopenaeus vanammei congelado (sem cabeca e descascado) apresentaram valores distintos,
sendo o revestimento de quitosana (Q) responsavel pelo menor valor (13,82%), seguido pelo
revestimento de quitosana com 6leo de essencial de limdo (QL) que apresentou 16,96% e o
revestimento de quitosana com Gleo essencial de tangerina (QT) apresentou a maior taxa de
absorcéo de revestimento (17,97%). Em relacdo ao glaciamento a taxa de absorc¢do alcangou o
patamar de 7,59%, valor este bem menor em relacdo as taxas de absorc¢éo dos revestimentos.

De acordo com os dados foi possivel observar diferencas significativas (p<0,05) entre as taxas
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de absorcéo dos revestimentos (revestimento de quitosana apresentou diferencas significativas
(p<0,05) com os revestimentos adicionados de 6leos essenciais) e o glaciamento.

A taxa de aplicacdo do glaciamento na industria geralmente apresenta variacdo em
torno de 4 a 10%, dependendo do produto utilizado (GONCALVES, 2011). Uma camada de
gelo demasiadamente fina influéncia na qualidade final do produto, quando a incorporacdo da
camada de gelo é inferior a 6%, o glaciamento podera ndo cumprir seu papel de protecdo
satisfatoriamente, resultando em um produto de qualidade inferior (VANHAECKE;
VERBEKE; BRABANDER, 2010). Segundo a legislacéo brasileira a quantidade méxima de
gelo permitida no glaciamento do pescado é de 20% (BRASIL, 2010). Gongalves e Gindri
Juniror (2009) constataram que um percentual de 15% a 20% de glaciamento pode garantir a

qualidade final de camardo congelado em estocagem congelada.

3.4.2 Perda de peso em amostras de camarao congelado

Os valores médios da perda de peso nas amostras de camardo Litopenaeus
vanammei congelado (sem cabeca e descascado) do tratamento controle durante 180 dias de
estocagem estdo representados na Figura 25. A perda de peso € uma das propriedades fisicas,
que pode alterar a textura e os atributos sensoriais dos alimentos (FARAJZADEH et al.,
2016). A estocagem de camardes sob congelamento pode ocasionar perda de peso devido a
sublimacéo do gelo superficial, provocando assim entraves provenientes da dessecacdo como
a desnaturacdo das proteinas (JACOBSEN; FOSSAN, 2001).
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Figura 25 - Perda de peso em amostras de camardo Litopenaeus vanammei congelado do
tratamento controle durante 180 dias de estocagem.
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Letras minusculas diferentes nas colunas indicam diferenca significativa (p<0,05) no periodo de estocagem.

As amostras de camardo Litopenaeus vanammei congelado (sem cabeca e
descascado) do tratamento controle (C) apresentaram valores crescentes de perda de peso
durante os 180 dias de estocagem. No primeiro dia apds a estocagem apresentaram 1,17% de
perda de peso e ao final dos 180 dias de estocagem foi registrada uma perda de peso de
6,90%. Estes valores elevados de perda de peso provavelmente refletem possiveis flutuacdes
de temperutura que ocorrerem no frezeer onde estavam estocadas as amostras. Observou-se
que os valores de perda de peso apresentaram diferencas significativas (p<0,05) a partir de 60
dias de estocagem, prevalencendo esta diferenca em relacdo ao periodo inicial até o final da
estocagem de 180 dias.

Apesar dos valores encontrados no presente trabalho serem bem mais elevados
gue os de Soares et al. (2015) encontrados para filé de salmdo congelado observamos o
mesmo comportamento crescente da perda de peso com o tempo de estocagem. Solval et al.
(2014) também observaram em camardo (Litopenaeus setiferus) sob estocagem congelada o
mesmo comportamento crescente de perda de peso conforme o tempo de estocagem. Em
outro estudo com camardo Litopenaeus vanammei refrigerado, Farajzadeh et al. (2016)
apresentaram percentuais de perda de peso inicial de 4,12% e final de 12,13%, valores estes
bem superiores aos encontrados na presente pesquisa, mas também exibiram comportamento

semelhante com valores de perda de peso crescentes com o aumento do tempo de estocagem.



112

3.4.3 Perda de revestimentos e glaciamento em amostras de camarao congelado

Os valores médios da perda de revestimentos e glaciamento em amostras de
camardo Litopenaeus vanammei congelado (sem cabeca e descascado) durante 180 dias de
estocagem podem ser observados na Figura 26. O glaciamento pode funcionar como uma
barreira contra a desidratacdo e minimizar a oxidacdo e perda de qualidade (VANHAECKE;
VERBEKE; BRABANDER, 2010). A utilizacdo de revestimentos de quitosana como material
de glaciamento pode contribuir para a preservacdo da qualidade do pescado durante
estocagem congelada (SATHIVEL et al., 2007; SOLVAL et al., 2014).

Figura 26 - Perda de revestimentos e glaciamento em amostras de camardo Litopenaeus
vanammei congelado durante 180 dias de estocagem.

25

A
A

[
<
=

-]

C

a
B A
b B A c
C
|
D C (‘, QL
E
Db
f I

T1 T120 T150 T180
Tempo de Estocagem -18°C (dias)

fa—
wn

,_.
o
e
|—|ﬁbd>

wn

DbE
b

- =4

Perda de Revestimentos e Glaciamento (%)

E
b

=1

Q - Camardo congelado com revestimento de 1,5% de quitosana; QT - Camardo congelado com
revestimento de 1,5% de quitosana + 0,5% de 6leo essencial de tangerina; QL - Camardo congelado com
revestimento de 1,5% de quitosana + 0,5% de Oleo essencial de limdo; G - Camardo congelado com
glaciamento; Letras minGsculas diferentes nas colunas dos tratamentos do mesmo dia de estocagem
indicam diferenca significativa (p<0,05) entre os tratamentos; Letras maiusculas diferentes nas colunas
dos tratamentos de mesma cor indicam que existe diferenca significativa (p<0,05) em relacdo ao tempo de
estocagem.

Os revestimentos de quitosana (Q), quitosana com 6leo essencial de tangerina
(QT) e quitosana com o6leo essencial de limdo (QL) que foram aplicados nas amostras de
camardo Litopenaeus vanammei congelado (sem cabeca e descascado) apresentaram valores
de perda de revestimento inferiores ao glaciamento (G) em todo o periodo de 180 dias de
estocagem. Entre os revestimentos foi possivel observar que o revestimento Q apresentou as
maiores taxas de perda de revestimento, apresentando no primeiro dia apds a estocagem
2,97% e 12,47% ao final de 180 dias de estocagem. O revestimento QL apresentou

inicialmente 2,47% de perda de revestimento e 10,71 % ao final da estocagem. E o
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revestimento QT apresentou a menor taxa de perda revestimento com valor inicial de 2% e
10,34% ao final do periodo de estocagem. Vale ressaltar que a perda de glaciamento
apresentou valores muito mais elavados que as perdas de revestimentos durante o
armazenamento, pois no periodo inicial de estocagem chegou ao patamar de 6,92% e 13,85%
ao final da estocagem. Valores estes considerados elevados para todos os tratamentos, mas
que talvez possam ser elucidados pelas possiveis oscilagdes de temperatura no freezer onde

estavam estocadas as amostras.

Foi verificado um comportamento inversamente proporcional entre a taxa de
absorcéo dos revestimentos e glaciamento e a perda de revestimentos e glaciamento, ou seja,
os tratamentos que alcancaram as maiores taxas de absorcdo obtiveram as menores taxas de
perda. Os revestimentos Q, QL e QT apresentaram diferencas significativas (p<0,05) com o
glaciamento (G) em todo o periodo de 180 dias estocagem. Sendo que também o0s
revestimentos Q, QT e QL apresentaram diferencas entre si durante a estocagem. No periodo
de 30 dias de estocagem o revestimento Q apresentou diferencas significativas (p<0,05) com
0 revestimento QT. Observa-se que o0 revestimento Q também apresentou diferencas
significativas (p<0,05) com o revestimento QL no periodo de 120 dias de estocagem. E nos
periodos de 60, 90, 150 e 180 dias de estocagem o revestimento Q apresentou diferencas

significativas (p<0,05) com os revestimentos QT e QL.

Em relacdo a interacdo entre cada tratamento separadamente e o periodo de
estocagem foi observado que os tratamentos G, Q, QT e QL apresentaram diferencas
significativas (p<0,05) com os tempos de estocagem. Solval et al. (2014) observaram em
estudo com amostras de camardo (Litopenaeus setiferus) em estocagem congelada que os
revestimentos de quitosana apresentaram os melhores resultados, ou seja, menores taxas de
perda que o glaciamento. Comportamento este também retratado por Soares et al. (2015) que
em pesquisa com filé de salmdo congelado comprovaram as menores taxas de perda de
revestimentos em relacdo ao glaciamento. Em camardes Litopenaeus vanammei refrigerados
Wang et al. (2018) verificaram que os revestimentos de quitosana com carvacrol (componente
presente em diversos 6leos esssenciais) apresentaram menor taxa de perda gue o revestimento

de quitosana pura.



3.4.4 Analies quimicas, fisico-quimicas e microbiologicas

3.4.4.1 Composicao quimica das amostras de camarao congelado
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A composicdo quimica das amostras de camardo Litopenaeus vanammei congelado

(sem cabeca e descascado) submetidas a diferentes tratamentos durante 180 dias de estocagem

(expressa pelos teores de umidade, cinzas, lipideos, proteinas e carboidratos) esta

representada na Tabela 18.

Tabela 18 - Composi¢do quimica (média + desvio padrdo) das amostras de camarao
Litopenaeus vanammei congelado submetidas a diferentes tratamentos durante 180 dias

de estocagem

TEMPO TRATAMENTOS
%  (dias) C G Q QT QL
1 79,07£024*®  80,14+0,68*  79,88+084*° 8003+081* 7981+0,76*°
um 180 78,67£020%®  79,69+050° 7899+056*° 79,14+0,15*° 7897 +0,80*®
1 124+042*  127+038% 1,05+0,44°®  111+041*® 113+044 *®
cz 180 158+054 **  133+0,20* 1,48+038 #  147+060 **  1,78+051*
1 195+031"°  1,32+053%® 137+029*%  140+043*% 157+ 057*®
Lp 180 2,11+0,17*% 181+0,07*%  188+030*°  193+040*°  1,91+0,50*®
1 1744+031%  17,00+0,88*  17,28+019**  17,10+0,10*  17,02+0,37*
pT 180 17,25+027*  16,78+041*  17,15+031*  1699+042*  16,85+054*
1 0,30+0,04*%  027+0,12%® 043+0,10*®  036+0,05*® 046+0,12*°
CcA 180 038+011%°  039+014*°  050+0,16*  047+0,07*°  048+0,07*®

UM - Umidade; CZ - Cinzas; LP — Lipidios; PT — Proteinas; CA — Carboidratos; C - Camardo congelado
(controle); G Camardo congelado com glaciamento; Q - Camardo congelado com revestimento de 1,5% de
quitosana ; QT - Camardo congelado com revestimento de 1,5% de quitosana + 0,5% de 6leo essencial de
tangerina; QL - Camardo congelado com revestimento de 1,5% de quitosana + 0,5% de 6leo essencial de liméo;
Letras mindsculas iguais na mesma linha indicam que ndo existe diferenca significativa (p>0,05) entre os
tratamentos; Letras maiUsculas iguais nas colunas dos tratamentos indicam que néo existe diferenca significativa

(p>0,05) em relacdo ao tempo de estocagem.

Observou-se que as amostras de camardo dos tratamentos controle (C),

glaciamento (G), quitosana (Q), quitosana com 6leo essencial de tangerina (QT) e quitosana

com Oleo essencial de limdo (QL) durante a estocagem (1 e 180 dias) apresentaram pequena

variacdo, dentre as quais, respectivamente: a umidade ficou entre 78,67 e 80,14%; cinzas
entre 1,05 e 1,78%; lipideos entre 1,32 e 2,11 %; proteinas entre 16,78 e 17,44% e 0s
carboidratos entre 0,27 e 0,50%.
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A composi¢do quimica do pescado pode apresentar consideravel variagdo em
funcdo de diversos fatores, tais como as condi¢Bes sazonais, habitat, nutricdo, espécie,
tamanho, género e idade (OGAWA; MAIA, 1999). Mohebi e Shahbazi (2017) ao analisarem
amostra de camardo descascado proveniente do Ird encontraram valores médios de 76,6% de
umidade, 1,32% de cinzas, 0,95% de lipidios e 19,2% de proteinas, enquanto, enquanto
Alparslan et al. (2016) trabalhando com amostras de camardo rosa (Parapenaeus longirostris)
em estocagem refrigerada encontraram valores entre 71,82% e 74,21 de umidade, 1,64 e 2,15
% de cinzas, 1,35 e 1,52 % de lipidios e 18,29% e 23,79 de proteinas. Em amostra de camaréo
Penaeus brasiliensis (in natura) Pedrosa e Cozzolino (2001) observaram 88,34% de umidade,
1,05% de cinzas, 0,36% de lipidios e 10,62% de proteinas. Solval et al. (2014) com a espécie
(Litopenaeus setiferus) observaram teores médios de 77,18% de umidade, 1,78 % de cinzas,
1,12 % de lipidios e 18,57% de proteinas. Em outra pesquisa com a espécie Litopenaeus
vanammei Vasconcelos e Silveira (2004) encontraram valores de 75,96% de umidade, 1,55%
de cinzas, 2,45% de lipidios e 17,83% de umidade. Vale salientar que os estudos mencionados
ndo relataram teores de carbiodaratos na composi¢cdo quimica de suas amostras, mas
Moucherek Filho et al. (2003) em estudo com amostras de camarao adquiridas no Mercado
Central de Séo Luis do Maranh&o relataram valor médio de 1,1% de carbiodratos, além dos
outros componentes que apresentaram 78,8% de umidade, 1,4 % de cinzas, 0,1 % de lipidios e
18,3 % de proteinas.

Os componentes da composi¢do quimica (umidade, cinzas, lipidios, proteinas e
carboidratos) dos tratamentos C, G, Q, QT e QL apresentaram comportamento semelhante
durante o periodo de 180 dias de estocagem. Foi possivel observar um decréscimo nos teores
de umidade e proteinas durante o periodo de estocagem mencionado. Em relacdo as cinzas e
lipidios ocorreu um acréscimo nos valores durante o periodo de estocagem mencionado. Os
carboidratos calculados por diferenca entre 0os demais componentes da composicdo quimica
apresentaram acréscimo nos valores entre o primeiro e ultimo dia de estocagem. Salientando
que a composicdo quimica dos tratamentos (C, G, Q, QT e QL) apresentou excelente
qualidade nutricional, principalmente devido ao baixo valor de lipidios e alto valor de
proteinas. Pois segundo Stansby (1962) todos os tratamentos avaliados podem ser
classificados na categoria A, que inclui pescado com baixo teor de lipidios (< 5%) e alto teor
de proteinas (15 —20%).

Os tratamentos C, G, Q, QT e QL ndo apresentaram diferencas estatisticas

(p>0,05) nos valores de umidade no primeiro dia apos a estocagem. E no final do periodo de



116

estocagem de 180 dias todos os tratamentos também ndo apresentaram diferencas
significativas (p>0,05) entre si, mas na umidade utilizando a interacdo entre o tempo e o
tratamento observou-se que o tratamento C no final do periodo de estocagem (180 dias)
representando o menor valor de umidade (78,67%) apresentou diferenca significativa
(p<0,05) com os tratamentos G (80,14%) e QT (80,03%) no primeiro dia apds estocagem,
tratamentos estes que apresentaram os maiores valores de umidade. Em relagdo as cinzas os
tratamentos C, G, Q, QT e QL ndo apresentaram diferencas significativas (p>0,05) durante
estocagem. Os lipidios também ndo apresentaram diferencas significativas (p>0,05) entre os
tratamentos C, G, Q, QT e QL no primeiro dia apds estocagem e também nédo apresentaram
diferengas significativas (p>0,05) no final do periodo de estocagem de 180 dias. Porém a
interacdo entre o tempo e os tratamentos demonstrou que os lipidios do tratamento C (2,11%)
do final do periodo de 180 dias de estocagem apresentou diferenca significativa (p<0,05) com
o tratamento G (1,32%) do primeiro dia apés a estocagem. Os carboidratos dos tratamentos C,
G, Q, QT e QL nao apresentaram diferencas significativas (p>0,05) no primeiro dia apés a
estocagem. No periodo final de 180 dias de estocagem os carboidratos também néo
apresentaram diferencas significativas (p>0,05) entre os tratamentos. Todavia 0s carboidratos
do tratamento G (0,27%) do primeiro dia ap6s a estocagem apresentaram diferencgas
significativas (p<0,05) com o tratamento Q (0,50%) do periodo final de 180 dias de
estocagem na interacdo entre o tempo e os tratamentos. E as proteinas ndo apresentaram
diferencas significativas (p>0,05) entre os tratamentos C, G, Q, QT e QL no inicio e final do

periodo de estocagem.

3.4.4.2 Potencial hidrogeniénico (pH) de amostras de camaréo congelado

Os valores médios de pH das amostras de camardo Litopenaeus vanammei
congelado (sem cabeca e descascado) submetidas a diferentes tratamentos durante 180 dias de

estocagem podem ser observados na Figura 27.
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Figura 27 — Valores médios de pH das amostras de camardo Litopenaeus vanammei
congelado submetidas a diferentes tratamentos durante 180 dias de estocagem.
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C - Camarao congelado (controle); G - Camardo congelado com glaciamento; Q - Camarao congelado
com revestimento de 1,5% de quitosana; QT - Camardo congelado com revestimento de 1,5% de
quitosana + 0,5% de 6leo essencial de tangerina; QL - Camardo congelado com revestimento de 1,5%
de quitosana + 0,5% de 6leo essencial de limdo; Letras minGsculas diferentes nas colunas dos
tratamentos do mesmo dia de estocagem indicam diferenca significativa (p<0,05) entre os
tratamentos; Letras maitsculas diferentes nas colunas dos tratamentos de mesma cor indicam que
existe diferenca significativa (p<0,05) em relacdo ao tempo de estocagem.

Os valores de pH dos tratamentos C e G apresentaram uma variacdo de 6,66 a
7,20 e os tratamentos Q, QT e QL apresentaram uma variacdo de 6,14 a 6,55. Assim percebe-
se que as amostras revestidas com quitosana e Oleos essenciais, representadas pelos
tratamentos (Q, QT e QL) apresentaram valores de pH bem infeiores (melhor estado de

frescor) que os tratamentos controle (C) e glaciamento (G) em todo o periodo de estocagem.

Segundo Goswami et al. (2001) valores de pH inferiores a 7,2 correspondem a um
produto (camaréo) de excelente qualidade e valores de pH entre 7,7 e 7,95 indicam perda de
qualidade, mas o produto ainda é aceitavel para o consumo. De acordo com a legislagdo
brasileira vigente o valor de pH para crustaceos frescos deve ser inferior a 7,85 (BRASIL,
2017). Observou-se que os valores de pH das amostras de camardo Litopenaeus vanammeli
dos tratamentos controle (C), glaciamento (G), quitosana (Q), quitosana com 6leo essencial de
tangerina (QT) e quitosana com o6leo essencial de limdo (QL) estdo abaixo da legislagdo
vigente e evidenciaram o bom estado de frescor das amostras analisadas, destacando as
amostras revestidas com quitosana e 6leos essenciais (Q, QT e QL) que apresentaram 0s
menores valores de pH (melhor estado de frescor) durante todo o periodo de 180 dias

estocagem.
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O pH de todos os tratamentos (C, G, Q, QT e QL) apresentou um comportamento
semelhante e verificou-se que durante a estocagem ocorreu uma manuten¢do do pH. Os
valores de pH foram inferiores ao periodo inicial de estocagem em 30, 60, 90, 120 e 150 dias
de estocagem e somente ao final do periodo de estocagem de 180 dias os valores foram mais

elevados que o periodo inicial de estocagem.

Em termos de pH, os tratamentos C e G apresentaram diferencas significativas
(p<0,05) com os tratamentos com quitosana e 6leos essenciais (Q, QT e QL) em todo o
periodo de estocagem (1, 30, 60, 90, 120, 150 e 180 dias). O tratamento C também apresentou
diferencas significativas (p<0,05) com o tratamento G no primeiro dia ap0s a estocagem e nos
periodos de 30, 60 e 90 dias de estocagem. Em relacdo aos tratamentos com quitosana e 6leos
essenciais (Q, QT e QL) foi observado diferencas significativas (p<0,05) entre si em trés
periodos de estocagem (60, 150 e 180 dias). No periodo de 60 dias de estocagem o0s
tratamentos Q, QT e QL apresentaram diferencas significativas (p<0,05) entre si. Em relacédo
ao periodo de 150 dias de estocagem o tratamento Q apresentou diferencas significativas
(p<0,05) com os tratamenos QT e QL. E ao final do periodo de 180 dias de estocagem o
tratamento Q apresentou diferenca significativa (p<0,05) com o tratamento QT.

Wu (2014) em pesquisa com revestimento de quitosana (quitosana + quito-
oligossacarideo + glutadiona) em camardo (Penaeus vanammei) observaram que o pH dos
tratamentos apresentou acréscimo nos valores durante estocagem semi congelada, ressaltando
a melhor qualidade da amostra revestida, ou seja, menor valor de pH que a amostra controle
(ndo revestida). Estudo realizado em amostras de camaréo (Litopenaeus setiferus) congeladas
submetidas a diferentes tratamentos demonstrou que os valores de pH dos tratamentos
aumentaram a cada 30 dias durante o periodo de armazenamento de 120 dias, salientando que
as amostras de camardo revestidas com quitosana também apresentaram menores valores de
pH (abaixo de 7) do que as amostras sem revestimento que registraram pH acima de 7 em
todo o periodo de estocagem (CHOULJENKO et al., 2017). De acordo com Solval et al.
(2014) o pH de todas as amostras de camardo (Litopenaeus setiferus) em estocagem
congelada aumentou ap6s 30 dias de estocagem, mas as amostras sem revestimento e as
glaciadas apresentaram valores mais elevados que as amostras revestidas com quitosana que
mais uma vez evidenciaram sua melhor qualidade. Em relacdo aos revestimentos de
quitosana, Wang et al. (2018) registraram que as amostras de camardo (Litopenaeus
vannamei) revestidas com quitosana e carvacrol apresentaram menores valores de pH que as

amostras revestidas com quitosana pura ao longo do periodo de estocagem refrigerada.
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3.4.4.3 Bases volateis totais (N-BVT) e trimetilamina (N-TMA) das amostras de camarao

congelado

Os dados de BVT (mg/100g) das amostras de camardo Litopenaeus vanammei
congelado (sem cabeca e descascado) submetidas a diferentes tratamentos durante 180 dias de
estocagem estdo representados na Figura 28. A quantificacdo das bases nitrogenadas volateis
totais (N-BVT) é uma metodologia quimica constantemente utilizada para determinar o
frescor do pescado (GALVAO; OETTERER, 2014).

Figura 28 - Valores médios de N-BVT das amostras de camardo Litopenaeus vanammei
congelado submetidas a diferentes tratamentos durante 180 dias de estocagem.
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C - Camardo congelado (controle); G - Camardo congelado com glaciamento; Q - Camardo congelado
com revestimento de 1,5% de quitosana; QT - Camardo congelado com revestimento de 1,5% de
quitosana + 0,5% de éleo essencial de tangerina; QL - Camardo congelado com revestimento de 1,5%
de quitosana + 0,5% de Oleo essencial de limdo; Letras mindsculas diferentes nas colunas dos
tratamentos do mesmo dia de estocagem indicam diferenca significativa (p<0,05) entre os tratamentos;
Letras mailsculas diferentes nas colunas dos tratamentos de mesma cor indicam que existe diferenca
significativa (p<0,05) em rela¢do ao tempo de estocagem.

Os tratamentos controle (C) e Glaciamento (G) apresentaram valores proximos,
respectivamente uma variacdo de 2,27 a 9,95 mg de N/100g e 2,10 a 8,95 mg/100g. E os
tratamentos de quitosana (Q), quitosana com 0Oleo essencial de tangerina (QT) e quitosana
com 6leo essencial de limdo (QL) apresentaram valores muito semelhantes respectivamente
com uma variacao de 1,85 a 7,94 mg de N/100g, 1,85 a 7,81 mg de N/100g e 1,76 a 7,64 mg
de N/100g. Os niveis de BVT das amostras de camardo Litopenaeus vanammei congelado dos

tratamentos C, G, Q, QT e QL apresentaram valores crescentes durante periodo de 180 dias de
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estocagem e bem abaixo da faixa aceitavel pela legislacdo brasileira para pescado fresco que
estabelece valor inferior a 30mg de N/100g de carne (BRASIL, 2017).

No primeiro dia ap0s a estocagem os valores de N-BVT dos tratamentos C, G, Q,
QT e QL apresentaram valores praticamente iguais e ndo apresentaram diferencas
significativas (p>0,05) entre si. Os tratamentos C e G apresentaram diferencas significativas
(p<0,05) com os tratamentos Q, QT e QL a partir de 30 dias de estocagem até o final de 180
dias de estocagem. O tratamento C apresentou diferencas significativas (p<0,05) com o
tratamento G nos periodos de 150 e 180 dias de estocagem. Em relacdo aos tratamentos com
quitosana e Oleos essenciais foi observado que o tratamento Q apresentou diferencas
significativas (p<0,05) com o tratamento QL no periodo de 120 dias de estocagem e com 0s

tratamentos QT e QL no periodo de 150 dias de estocagem.

De acordo com os valores de N-BVT apresentados pelos tratamentos C, G, Q, QT
e QL foi constatado um excelente estado de frescor, abaixo de 10 mg de N/100g no final do
periodo de 180 dias de estocagem. Enfatizando o melhor desempenho dos tratamentos com
quitosana e Oleos esssenciais (Q, QT e QL) que apresentaram os menores valores (melhor
estado de frescor) durante todo o periodo de estocagem, em destaque os valores de N-BVT
abaixo de 8 mg de N/100g ao final de 180 dias de estocagem.

Amostras de camardo Litopenaeus vannamei submetidas a trés formas de
congelamento (nitrogénio liquido, tanel de congelamento e freezer doméstico) apresentaram
valores crescentes de BVT conforme o aumento do tempo de estocagem com valores iniciais
entre 3,69 e 6,01 mg/100g e ao final de 90 dias de estocagem entre 14,45 e 16,02mg N/100g
de BVT (valores dentro do limite aceitavel), indicando boa qualidade em termos de frescor ao
final do periodo de estocagem (QUEIROGA et al., 2014). Wu (2014) ao avaliar o efeito do
revestimento de quitosana (quitosana + quito-oligossacarideo + glutadiona) em camarao
(Penaeus vannamei) observaram que os tratamentos apresentaram valores crescentes de BVT
durante estocagem semi congelada, ambos registraram valor inicial de 3,2 mg /100g e ao final
do periodo de estocagem a amostra controle (sem revestimento) atingiu o valor de 36,5
mg/100g (acima da faixa aceitvel pela legislagdo) e a amostra revestida com quitosana
registrou um valor de 12,6 mg/100 g (bem abaixo da faixa aceitavel) que pode evidenciar a
acao da quitosana na manutencdo do frescor ao longo do periodo de estocagem. Berizi et al.
(2018) em estudo com truta arco-iris verificaram que todos os tratamentos analisados

apresentaram valores de BVT dentro do limite aceitavel durante estocagem congelada de 180
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dias, em destaque as amostras revestidas com quitosana que apresentaram valores de BVT
inferiores ao tratamento controle (sem revestimento). E Wang et al. (2018) analisando
amostras de camardo (Litopenaeus vannamei) submetidas a diferentes tratamentos em
estocagem refrigerada observaram que todos os tratamentos apresentaram o mesmo valor de
BVT inicialmente, mas ao longo do periodo de estocagem a amostra controle (sem
revestimento) registrou os maiores valores e entre 0s revestimentos a amostra revestida com
quitosana e carvacrol apresentou o melhor comportamento, ou seja, 0s menores valores de
BVT durante estocagem.

Os teores de TMA (mg/100g) das amostras de camardo Litopenaeus vanammei
congelado (sem cabeca e descascado) submetidas a diferentes tratamentos durante 180 dias de
estocagem podem ser observados na Figura 29. A Trimetilamina (TMA) é um composto
basico volatil encontrado em pequenas quantidades em pescado fresco, sendo o componente

responsavel pelo odor caracteristico em pescado in natura (GALVAO; OETTERER, 2014).

Figura 29 - Valores médios de N-TMA das amostras de camardo Litopenaeus vanammei
congelado submetidas a diferentes tratamentos durante 180 dias de estocagem.
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C - Camardao congelado (controle); G - Camardo congelado com glaciamento; Q - Camardo congelado
com revestimento de 1,5% de quitosana; QT - Camardo congelado com revestimento de 1,5% de
quitosana + 0,5% de 0leo essencial de tangerina; QL - Camardo congelado com revestimento de 1,5% de
quitosana + 0,5% de 0leo essencial de liméo; Letras minGsculas diferentes nas colunas dos tratamentos do
mesmo dia de estocagem indicam diferenca significativa (p<0,05) entre os tratamentos; Letras maitsculas
diferentes nas colunas dos tratamentos de mesma cor indicam que existe diferenca significativa (p<0,05)
em relacdo ao tempo de estocagem.
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Foi observado que os tratamentos controle (C) e o Glaciamento (G) apresentaram
valores semelhantes, respectivamente uma variacdo de 0,32 a 3,01 mg de N/100g e 0,32 a
2,90 mg de N/100g. Sendo que os tratamentos com quitosana (Q), quitosana com oOleo
essencial de tangerina (QT) e quitosana com oOleo essencial de limdo (QL) apresentaram
valores proximos (menores valores) respectivamente com uma variacdo de 0,26 a 1,99 mg de
N/100g, 0,26 a 1,41 mg de N/100g e 0,26 a 1,22 mg de N/100g.

Os teores de TMA nas amostras de camardo Litopenaeus vanammei congelado
(sem cabeca e descascado) dos tratamentos C, G, Q, QT e QL apresentaram valores crescentes
durante periodo de 180 dias de estocagem e dentro da faixa aceitavel pela legislacdo brasileira
que estabelece o limite de 4mg de N/100g de carne para pescado fresco (BRASIL, 1962). No
periodo inicial de estocagem os valores de N-TMA dos tratamentos C, G, Q, QT e QL
apresentaram valores semelhantes e ndo apresentaram diferencas significativas (p>0,05) entre
si. No 30° dia de estocagem o tratamento C apresentou diferencas significativas (p<0,05)
apenas com o tratamento QL. Os tratamentos C e G apresentaram diferencas significativas
(p<0,05) com os tratamentos Q, QT e QL nos periodos de 60, 90, 120, 150 e 180 dias de
estocagem. Em relacdo aos tratamentos com quitosana e 6leos essenciais foi observado que o
tratamento Q apresentou diferencas significativas (p<0,05) com o tratamento QL no periodo
de 90 dias de estocagem. Sendo também possivel observar que o tratamento Q apresentou
diferencas significativas (p<0,05) com os tratamentos QT e QL nos periodos de 120, 150 e
180 dias de estocagem.

Conforme os valores de N-TMA apresentados pelos tratamentos C, G, Q, QT e
QL foram verificados que as amostras de camardo de todos os tratamentos podem ser
consideradas frescas durante os 180 dias de estocagem, ressaltando os tratamentos com
quitosana e 6leos essenciais (Q, QT e QL) que apresentaram os menores valores TMA. Os
tratamentos C e G apresentaram valores em torno de 3 mg de N/100g no final do periodo de
180 dias de estocagem. Ressaltando o melhor desempenho dos tratamentos com quitosana e
Oleos esssenciais (Q, QT, QL) que apresentaram as menores quantidades de TMA,
respectivamente ao final da estocagem de 180 dias os valores de 2 mg de N/100g, 1,42 mg de
N/100g e 1,23 mg de N/100g.

Zhang et al. (2015) constataram que as amostras de camardo Litopenaeus
vanammei analisadas apresentaram valores crescentes de TMA conforme o aumento do tempo

de estocagem ao longo de 100 dias de estocagem congelada. Huidobro et al. (2002) avaliando
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os valores de TMA em amostras de camaréo rosa (Parapenaeus longirostris) sob estocagem
refrigerada observaram valores iniciais de TMA de 0,23 e 0,47 mg de N/100g, atingindo
respectivamente ao final da estocagem os valores de 0,53 e 2,91 mg de N/100g de TMA. As
amostras de camardo (Penaeus vanammei) submetidas aos tratamentos com oligossacarideos
de quitosana apresentaram menores teores de TMA que a amostra controle (sem
revestimento) ao longo do periodo de estocagem refrigerada (SUN et al., 2017). Em pesquisa
com revestimentos de quitosana e 6leo essencial de cravo, Yu et al. (2018) observaram que os
revestimentos de quitosana inibiram o acimulo de TMA em filés de carpa capim
(Ctenopharyngodon idellus), e o efeito inibitério foi melhorado com a incorporacgdo do 6leo
essencial de cravo ao revestimento de quitosana, pois as amostras revestidas apresentaram
menores teores de TMA que a amostra controle (sem revestimento) durante estocagem

refrigerada.

Quer para o controle (C) quer para os tratamentos G, Q, QT e QL, os niveis de
BVT e TMA, no inicio do experimento, apresentaram valores muito baixos, proprios de
camardo com alto grau de frescor, mantendo—se na faixa aceitavel ao longo do periodo de 180
dias de estocagem. Vale salientar que as amostras revestidas com quitosana e 6leos essenciais
(Q, QT e QL) apresentaram a melhor qualidade entre os tratamentos, ou seja, 0S menores
teores de BVT e TMA.

3.4.4.4 Oxidacao lipidica das amostras de camarao congelado

Os valores médios de TBARS (mg / malonaldeido / kg) das amostras de camardo
Litopenaeus vanammei congelado (sem cabeca e descascado) submetidas a diferentes

tratamentos durante 180 dias de estocagem estéo representados na Figura 30.
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Figura 30 - Valores médios de TBARS das amostras de camardo Litopenaeus vanammei
congelado submetidas a diferentes tratamentos durante 180 dias de estocagem.
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C - Camardo congelado (controle); G - Camardo congelado com glaciamento; Q - Camardo congelado
com revestimento de 1,5% de quitosana; QT - Camardo congelado com revestimento de 1,5% de
quitosana + 0,5% de 6leo essencial de tangerina; QL - Camardo congelado com revestimento de 1,5% de
quitosana + 0,5% de 0leo essencial de liméo; Letras minUsculas diferentes nas colunas dos tratamentos do
mesmo dia de estocagem indicam diferenga significativa (p<0,05) entre os tratamentos; Letras maitsculas
diferentes nas colunas dos tratamentos de mesma cor indicam que existe diferenca significativa (p<0,05)
em relacdo ao tempo de estocagem.

A longo do periodo de estocagem pode ocorrer a deterioragdo dos lipidios
existentes nos alimentos devido a acdo de enzimas hidroliticas, oxidacdo pelo contato com
oxigénio ou pela presenca de micro-organismos (SANTOS et al., 2017). No proceeso de
oxidacdo lipidica, os produtos primarios sdo representados principalmente pelos
hidroperoxidos, que sdo rapidamente decompostos em varias substancias reativas ao acido
tiobarbitdrico (TBARS), sendo o malonaldeido (MDA) o principal elemento (ROTTA, 2007).
Metodologias com o 4&cido tiobarbitirico (TBA) sdo extensivamente utilizadas para
determinar o nivel de oxidacdo lipidica (SALLAM, 2007). Ressaltando que o Brasil ndo
possui uma legislacédo especifica para TBARS, mas como valores elevados do mesmo podem
provocar rancidez, odores desgradaveis e acimulo de produtos indesejaveis potencialmente
toxicos, assim a investigacdo desse indicador de qualidade é de primordial importancia.
Segundo Connell (1995), valores de TBA entre 1 e 2 mg MAD / kg podem estar associados as

alteracdes de qualidade nas caracteristicas sensoriais do pescado.
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Todos os tratamentos apresentaram valores de TBARS infeirores a 1
mg/malonaldeido/kg durante todo o periodo de estocagem. Os tratamentos controle (C) e
glaciamento (G) apresentaram valores proximos que variaram de 0,10 a 0,38
mg/malonaldeido/kg. O tratamento de quitosana sem adicdo de Oleos essenciais (Q)
apresentou a maior variacdo de 0,36 a 0,77 mg/malonaldeido/kg e valores mais elevados de
TBARS em todo o periodo de estocagem, superando inclusive os tratamentos C e G. Os
tratamentos com quitosana e 0leos essenciais de tangerina e limdo, respectivamente QT e QL,
apresentaram comportamento semelhante, com os menores valores de TBARS durante 180
dias de estocagem e variacdo de 0,04 a 0,17 mg/malonaldeido/kg. De acordo com os dados foi
possivel verificar que os tratamentos controle (C), glaciamento (G), quitosana (Q), quitosana
com Oleo essencial de tangerina (QT) e quitosana com o6leo essencial de limdo (QL)
apresentaram valores crescentes de TBARS até 120 dias de estocagem, sendo possivel
observar um decréscimo nos valores de TBARS em 150 dias de estocagem. E ao final de 180
dias de estocagem ocorreu um acréscimo nos valores que superaram o0s resultados ja

apresentados.

O tratamento C ndo apresentou diferengas significativas (p<0,05) com o
tratamento G durante estocagem de 180 dias, porém o tratamento C apresentou diferencas
significativas com os tratamentos com quitosana e 6leos essenciais (Q, QT e QL) em 1, 90,
120, 150 e 180 dias de estocagem e apresentou diferencas significativas (p<0,05) apenas com
Q e QT nos periodos de 30 e 60 dias de estocagem. Foi possivel observar no tratamento G o
mesmo comportamento do tratamento C nos periodos de estocagem de 30, 90, 120, 150 e 180
dias de estocagem, mas no primeiro dia ap6s estocagem o tratamento G apresentou diferencas
significativas (p<0,05) apenas com Q e QT e em 60 dias de estocagem apresentou diferencas
significativas (p<0,05) com Q, QT e QL. O tratamento Q apresentou diferencas significativas
(p<0,05) com os tratamentos C, G, QT e QL em todo o periodo de estocagem. Vale salientar
gue no periodo de 150 dias de estocagem o tratamento Q apresentou consideravel decréscimo
no valor de TBARS em relacdo ao periodo anterior de 120 dias de estocagem e apesar de
apresentarem menor decréscimo, os demais tratamentos (C, G, QT e QL) configuraram o
mesmo comportamento. E os tratamentos de quitosana adicionados de 6leos essenciais QT e
QL apresentaram diferencas significativas (p<0,05) entre si apenas no periodo de 30 dias de

estocagem.

Os resultados mostraram baixas quantidades de TBARS no periodo de 180 dias de

estocagem em todos os tratamentos (C, G, Q, QT e QL). Queiroga et al. (2014) registraram
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baixos valores de TBA em amostras de camardo (Litopenaeus vannamei) congelado durante
90 dias de estocagem com valores que variaram de 0,01 a 0,03 mg de malonaldeido / kg de

camarao.

O tratamento com revestimento de quitosana pura (Q) apresentou 0s maiores
valores de TBARS em todo o periodo 180 dias de estocagem. A quitosana é um biopolimero
de comprovada ac¢do antioxiante, mas seu efeito antioxidante ndo foi observado no tratamento
com revestimento de quitosana pura (Q) em nosso estudo. Em pesquisa realizada com filé de
bonito (Sarda sarda) envolto em filme comestivel de quitosana conservado sob refrigeracdo
foi observado o mesmo comportamento, pois o tratamento com quitosana também apresentou
os maiores valores de TBARS, provavelmente devido ao &cido utilizado na solubilizacdo que
pode ter afetado a capacidade antioxidante da quitosana (ALAK, et al., 2010). Pois a condi¢éo
acida pode favorecer a peroxidacdo lipidica pela manutencdo do ferro como ion ferroso (LEE;
HENDRICKS, 1997). Assim a aplicacdo de diferentes concentracbes de acido latico pode
influenciar negativamente os valores de TBARS (ARASHISAR; HISAR; YANMK, 2005).

Mas vale salientar que a incorporacdo dos 0Oleos essenciais citricos de limao e
tangerina aos revestimentos de quitosana teve papel fundamental na capacidade antioxidante
dos revestimentos, pois os tratamentos QT e QL apresentaram os menores valores de TBARS
de nosso estudo durante o periodo 180 dias de estocagem, evidenciando a ac¢do antioxidante
destes compostos volateis. Em geral os 6leos essenciais provenientes de plantas e frutas
apresentam relevante atividade antioxidante (ADORJAN; BUCHBAUER, 2010). Oleos
essenciais derivados de frutas citricas destacam-se pela potencial atividade antioxidante. Pois
as frutas citricas sdo caracterizadas como uma excelente fonte de vitaminas C (acido
ascorbico) e compostos fenolicos que possuem consideravel atividade antioxidante
(PELLEGRINI et al, 2007).

Georgantelis et al. (2007) relataram que o efeito antioxidativo da quitosana foi
acentuado com a incorporacdo de extrato de alecrim. Ojagh et al. (2010) em estudo sobre o
efeito de revestimentos de quitosana pura e revestimento de quitosana com 6leo essencial de
canela na qualidade de truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss) observaram que as amostras
revestidas com quitosana e 6leo essencial de canela apresentaram os menores teores de TBA
durante estocagem refrigerada, provavelmente devido a um efeito sinérgico do 6leo essencial
com a quitosana. Analisando amostras de camardo (Litopenaeus setiferus) em estocagem

congelada Solval et al. (2014) constataram a acgdo antioxidante dos revestimentos de
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quitosana, pois as amostras revestidas com quitosana apresentaram menores valores de
TBARS que o tratamento sem revestimento e o glaciamento. Em outra pesquisa sobre a agéo
antioxidante de revestimentos de quitosana em camardo (Litopenaeus setiferus) foram
observados baixos valores de TBARS (< 1 mg / malonaldeido / kg) em todos os tratamentos
durante 120 dias de estocagem congelada, destacando as amostras revestidas com quitosana
que apresentaram 0s menores valores de TBA, ou seja, menor oxidacdo lipidica
(CHOULJENKO et al., 2017).

3.4.4.5 Analises microbiologicas (contagem de bactérias heterotroficas cultivaveis, Vibrio
spp., Staphylococcus coagulase positiva e coliformes termotolerantes) das amostras de

camardo congelado

3.4.4.5.1 Contagem de bactérias heterotroficas cultivaveis

Os valores referentes a contagem de bactérias heterotroficas cultivaveis (mesofilas e
psicrotroficas) nas amostras de camardo Litopenaeus vanammei congelado (sem cabeca e
descascado) submetidas a diferentes tratamentos durante 180 dias de estocagem estdo na
Tabela 19 e Figuras 31 e 32. Os valores médios das contagens de bactérias mesofilas e
psicrotroficas das amostras de camardo Litopenaeus vanammei congelado (sem cabeca e
descascado) de acordo com os tratamentos controle (C), glaciamento (G), quitosana (Q),
quitosana com 6leo essencial de tangerina (QT) e quitosana com 6leo essencial de limao (QL)
apresentaram distinta variacao entre os tratamentos. Enfatizando que os tratamentos (C, G, Q,
QT e QL) apresentaram contagens abaixo do limite estabelecido em todo o periodo de

estocagem e uma distinta variacdo entre o tempo inicial e final de estocagem.



Tabela 19 - Contagem de bactérias mesofilas e psicrotroficas (Log UFC/g) das amostras
de camardo Litopenaeus vanammei congelado submetidas a diferentes tratamentos

durante 180 dias de estocagem.

Tratamentos  Bactérias Tempo de Estocagem

(LogUFC/g) T1 T30 T60 TO90 T120 T150 T180

c Mesofilas 6,51 548 588 6,59 6,49 497 4,36
Psicrotroficas 6,93 5,13 554 6,62 593 479 442

G Mesofilas 6,48 490 498 6,29 553 480 4,26
Psicrotroficas 6,88 455 465 651 589 424 423
Mesofilas 6,30 4,79 488 571 379 365 3,58

Q Psicrotroficas 6,81 440 447 593 370 266 251
oT Mesofilas 6,15 4,48 423 553 333 326 3,08
Psicrotroficas 6,60 4,34 365 540 353 243 228

oL Mesofilas 6,20 4,60 447 560 3,74 330 3,15
Psicrotroficas 6,76 4,36 3,78 554 3,65 258 2,38

C - Camardo congelado (controle); G - Camardo congelado com glaciamento; Q - Camardo congelado
com revestimento de 1,5% de quitosana; QT - Camardo congelado com revestimento de 1,5% de
quitosana + 0,5% de 6leo essencial de tangerina; QL - Camardo congelado com revestimento de 1,5%

de quitosana + 0,5% de 6leo essencial de limédo.
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A atual legislacdo brasileira ndo estabelece um limite para bactérias heterotroficas

cultivaveis, entretanto a Comissdo Internacional de Especificacbes Microbioldgicas para

Alimentos estabelece o limite maximo de 10’ UFC/g (equivalente a 7,0 log de UFC/g) para a

populacdo destas bactérias em pescados destinados ao consumo humano (ICMSF, 1986). A

contagem total de aerébios mesoéfilos em placas (Aerobic Plate Count) € a metodologia mais

utilizada como critério geral das populacdes bacterianas em alimentos (SILVA el al., 2010).

Bactérias psicrotroficas, principalmente as espécies de Pseudomonas, produzem lipase e

fosfolipase que podem promover um aumento de &cidos graxos livres extremamente

vulneraveis a oxidagdo (KOKA; WEIMER, 2001). Sendo as bactérias psicrotroficas Gram

negativas o grupo de micro-organismos determinante da deterioracdo de pescado estocado em
baixas temperaturas (GRAM; HUSS, 1996).
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Figura 31 - Contagem de bactérias mesdfilas (Log UFC/g) das amostras de camarao
Litopenaeus vanammei congelado submetidas a diferentes tratamentos durante 180
dias de estocagem.
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C - Camardo congelado (controle); G - Camardo congelado com glaciamento; Q - Camardo
congelado com revestimento de 1,5% de quitosana; QT - Camardo congelado com revestimento de
1,5% de quitosana + 0,5% de dleo essencial de tangerina; QL - Camardo congelado com
revestimento de 1,5% de quitosana + 0,5% de 6leo essencial de lim&o.

De acordo com a contagem de bactérias mesdfilas os tratamentos C e G
inicialmente apresentaram respectivamente os valores de 6,51 e 6,48 Log de UFC/g e apartir
de 30 dias de estocagem apresentaram um proeminente descréscimo nos valores. Mas em 60
dias de estocagem apresentaram um leve aumento de valores. Sendo que apartir de 90 dias de
estocagem apresentaram um aumento mais acentuado nos valores para em seguida ocorrer um
declinio em 120 dias de estocagem. Consolidando o declinio em 150 dias de estocagem até o
final de 180 dias de estocagem com valores de 4,36 Log de UFC/g para o tratamento C e 4,26
Log de UFC/g para o tratamento G. No primeiro dia ap0s a estocagem os tratamentos Q, QT e
QL apresentaram respectivamente 6,30, 6,15 e 6,20 Log de UFC/g, sendo perceptivel um
descréscimo a partir de 30 dias de estocagem. A partir de 60 dias de estocagem o0s tratamentos
apresentaram um leve aumento no valor de Q e um pequeno declinio nos valores de QT e QL.
Com 90 dias de estocagem os tratamentos Q, QT e QL apresentaram um aumento mais
pronunciado para em seguida demonstrar um declinio mais acentuando em 120 dias de
estocagem, declinio este que perdurou até o final do periodo de 180 dias de estocagem
apresentando 3,58 Log de UFC/g para o tratamento Q, 3,08 Log de UFC/g para o tratamento
QT e 3,15 Log de UFC/g para o tratamento QL.
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Figura 32 — Contagem de bactérias psicrotroficas (Log UFC/g) das amostras de
camardo Litopenaeus vanammei congelado submetidas a diferentes tratamentos
durante 180 dias de estocagem.
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C - Camardo congelado (controle); G - Camardo congelado com glaciamento; Q - Camardo
congelado com revestimento de 1,5% de quitosana; QT - Camardo congelado com revestimento de
1,5% de quitosana + 0,5% de dleo essencial de tangerina; QL - Camardo congelado com
revestimento de 1,5% de quitosana + 0,5% de 6leo essencial de liméo.

Segundo a contagem de bactérias psicrotroficas no primeiro dia ap6s a estocagem
os tratamentos C e G apresentaram respectivamente 6,93 e 6,88 Log de UFC/g. Em 30 dias de
estocagem apresentaram um acentuado descréscimo nos valores, para em seguida
apresentarem um acréscimo nos valores em 60 dias de estocagem. A partir de 90 dias de
estocagem foi possivel observar um aumento mais acentuado nos valores para em seguida
ocorrer uma queda brusca nos valores em 120 dias de estocagem. Permanecendo em declinio
até o final de 180 dias de estocagem com valores de 4,42 Log de UFC/g para o tratamento C e
4,23 Log de UFC/g para o tratamento G. Inicialmente os tratamentos Q, QT e QL
apresentaram respectivamente os valores de 6,81, 6,60 e 6,76 Log de UFC/g, apresentando
um decréscimo acentuado nos valores a partir de 30 dias de estocagem. Em 60 dias de
estocagem o tratamento Q apresentou um leve aumento nos valores e os tratamentos QT e QL
apresentaram uma diminuicdo nos valores. Em seguida foi obeservado um consideravel
aumento em 90 dias de estocagem para Q, QT e QL. A partir de 120 dias de estocagem foi
possivel observar um consolidado declinio nos tratamentos Q, QT e QL que permaneceu até o
final do periodo de 180 dias de estocagem apresentando repectivamente valores de 2,51, 2,28
e 2,38 Log de UFC/g.
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As contagens de bactérias mesofilas e psicrotroficas demonstrataram um
comportamento similar nos periodos de 1, 30, 90 e 120 dias de estocagem. Mas em 60 dias de
estocagem os tratamentos com quitosana e 6leos essenciais (QT e QL) registraram contagens
de bactérias psicrotroficas bem menores que as mesofilas. Também em 150 e 180 dias de
estocagem os tratamentos com quitosana e Oleos essenciais (Q, QT e QL) apresentaram
contagens de psicrotréficas bem menores que as meséfilas. Durante o periodo de estocagem
foi constatado que os tratamentos C e G apresentaram as maiores contagens para bactérias
mesofilas e psicrotroficas e consequentemente 0s tratamentos com quitosana e 06leos
essenciais (Q, QT e QL) apresentaram as menores contagens para ambas, demosnstrando o
provavel efeito antimicrobiano da quitosana e dos Oleos essenciais com a reducdo das

contagens ao longo da estocagem.

Varios estudos demonstraram a eficicia da acdo antibacteriana de revestimentos
de quitosana em camardo estocado em gelo, refrigerado ou congelado (HUANG; CHEN;
QIU; LI, 2012; WANG et al., 2015; CHOULJENKO et al., 2017; YUAN; ZHANG; TANG;
SUN, 2016). Em amostras de camardo (Litopenaeus setiferus) os tratamentos aplicados
apresentaram reducdo da contagem bacteriana (meséfila) conforme o aumento do periodo de
estocagem e as amostras revestidas com quitosana registraram as menores contagens durante
120 dias de estocagem congelada (CHOULJENKO et al., 2017). Farajzadeh et al. (2016)
observaram que as contagens de bactérias mesoéfilas e psicrotréficas dos tratamentos controle
(sem revestimento) e revestimento quitosana-gelatina em camardo (Litopenaeus vannamei)
apresentaram comportamento semelhante durante estocagem refrigerada, ressaltando o melhor
desempenho das amostras revestidas que apresentaram as menores contagens de bactérias

mesdfilas e psicrotroficas.

Os grupos amino carregados positivamente provavelmente sdo 0s responsaveis
pela atividade antimicrobiana da quitosana, pois 0s mesmos podem interagir com as
membranas celulares microbianas carregadas negativamente, levando ao vazamento dos
componentes intracelulares dos micro-organismos (FARAJZADEH et al., 2016). Chung et al.
(2004) relataram que o tipo de micro-organismo (Gram negativo ou Gram positivo) pode
interferir na acdo antimicrobiana da quitosana. O efeito do pH dos revestimentos de quitosana
nos micro-organismos também pode ser considerado, pois a quitosana é soluvel em meio
acido, assim o efeito sinergético da quitosana com o pH em conjunto é uma explicacéo
plausivel para o seu efeito antimicrobiano (ALISHAHI; AIDER, 2012). Além disso, 0s
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revestimentos de quitosana podem atuar como uma barreira para o0 oxigénio e assim inibir o

crescimento de micro-organismos aerébicos (JEON et al., 2002).

A aplicacéo de revestimentos de quitosana incorporados com Gleos essenciais aos
alimentos pode contribuir para a ampliacdo de sua vida de prateleira (YUAN; CHEN; LI,
2016). Os revestimentos de quitosana e carvacrol aplicados em camardo (Litopenaeus
vannamei) reduziram a contagem total de bactérias durante estocagem, ressaltando que a
adicdo de carvacrol ao revestimento de quitosana aumentou o seu efeito antimicrobiano
reduzindo ainda mais as contagens bacterianas (WANG et al., 2018). A atividade
antimicrobiana de 6leos essenciais citricos foi demonstrada por diversos estudos (ARRUDA
et al., 2009; GUERRA et al., 2013; GURSOQY; TEPE; SOKMEN, 2010; RANDAZZO et al.,
2016). He e Xiao (2016) demonstraram a acdo inibitoria do 6leo essencial de tangerina
adicionado ao glaciamento de carpa (Megalobrama amblycephala), pois as amostras que
tiveram Oleo essencial de tangerina adicionado ao glaciamento apresentaram as menores
contagens bacterianas durante o periodo de estocagem. Efeitos antimicrobianos aditivos ou
sinérgicos podem ser identificados com a associagdo de revestimentos de quitosana e 6leos
essenciais (YUAN; CHEN; LI, 2016). O revestimento de quitosana incorporado com o6leo
essencial de canela exerceu um maior efeito inibitério na contagem total viavel de bactérias
(mesdfilas) e na contagem de bactérias psicrotréficas em truta arco-iris (Oncorhynchus

mykiss) refrigerada que o revestimento de quitosana pura (OJAGH et al., 2010).

3.4.45.2 Andlises de Vibrio spp., Staphylococcus coagulase positiva e coliformes

termotolerantes em amostras de camardo congelado

As andlises de Vibrio spp., Staphylococcus coagulase positiva e coliformes
termotolerantes em amostras de camardo Litopenaeus vanammei congelado (sem cabeca e
descascado) submetidas a diferentes tratamentos durante 180 dias de estocagem podem ser
observadas na Tabela 20.



Tabela 20 — Analises de Vibrio spp., Staphylococcus coagulase positiva e coliformes
termotolerantes das amostras de camarédo Litopenaeus vanammei congelado submetidas
a diferentes tratamentos durante 180 dias de estocagem.

Temoo Tratamento Vibrio spp. Staphilococcus C + C.Termotolerantes
P (NMP/g) (UFC/g) (NMP/g)
C 4,3x10 - 4,6 x 10°
G 9,2x 10 2 x 10? 2,1 x10?
T1 Q 2,1x10 - 1,5x 10
QT - - 1,5x 10
QL 9,3x10 - 1,5 x 10
C - 4x10° 9,3 x 10?
G - 3x10° 4,3 x 10°
T30
Q - - <3
QT - - <3
QL - - <3
C - 3x10° 4,3 x 10°
G - - 2,1 x10?
T 60
Q - - <3
QT - - <3
QL - - <3
C - - 9,3x10
G - 3x10° 2,1x10?
T90
Q - - <3
QT - - <3
QL - - <3
C 1,5 x 10? - 2,4 x 10
. - 2,1 x10?
T120 G 1x10
Q - - <3
QT - - <3
QL 9,3x10 - <3
C 9,2x 10 - 4,6 x 10°
G 4,3x10 - 7,5x10
T 150
Q 1,5x 10 - <3
QT - - <3
QL - - <3
C - - 7,5x 10
G - - 1,5x 10
T 180
Q - - <3
QT - - <3
oL - - <3

Staphilococcus C + - Staphilococcus coagulase positiva; C. Termotolerantes — Coliformes
Termotolerantes; - ausente; C - Camardo congelado (controle); G - Camardo congelado com
glaciamento; Q - Camardo congelado com revestimento de 1,5% de quitosana; QT - Camardo
congelado com revestimento de 1,5% de quitosana + 0,5% de 0leo essencial de tangerina; QL -
Camardo congelado com revestimento de 1,5% de quitosana + 0,5% de 6leo essencial de limao.
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Bactérias do género Vibrio geralmente habitam ambientes aquéaticos (marinhos e
estuarinos) e estdo amplamente associadas ao cultivo de camardes marinhos. Em relacdo a
pesquisa de Vibrio spp. foi detectada a sua presenca em baixas contagens no primeiro dia apos
a estocagem em amostras de camardo Litopenaeus vanammei submetidas aos tratamentos
controle (C), glaciamento (G), quitosana (Q) e quitosana com Gleo essencial de limdo (QL)
com as contagens respectivamente de 4,3 x 10, 9,2 x 10, 2,1 x 10 e 9,3 x 10 NMP/g. Nos
periodos de estocagem de 30, 60 e 90 dias ndo foi detectada a presenca de Vibrio spp. em
todos os tratamentos (C, G, Q, QT e QL). Em 120 dias de estocagem foi dectada a presenca
de Vibrio spp. nos tratamentos C e QL com contagens respectivamente de 1,5 x 10% e 9,3 x
10. No periodo de 150 dias de estocagem foi dectada a presenca de Vibrio spp. em baixas
contagens nos tratamentos C, G e Q respectivamente 9,2 x 10, 4,3 x 10 e 1,5 x 10. De acordo
com as contagens registradas observamos que o0s tratamentos que evidenciaram a presenca de
Vibrio spp. (C, G, Q e QL) apresentaram valores abaixo do limite permitido pela legislagéo
brasileira vigente para Vibrio parahaemolyticus em produtos a base de pescado e similares
crus que é de 10° (BRASIL, 2001). No periodo de 180 dias de estocagem foi constatada a
auséncia de Vibrio spp. em todos os tratamentos (C, G, Q, QT e QL). Ressaltando as amostras
revestidas com quitosana e Oleo essencial de tangerina (QT) que apresentaram auséncia de
Vibrio spp. durante os 180 dias de estocagem.

As bactérias do género Vibrio sdo habitualmente isoladas em peixes, moluscos e
crustaceos (TALL et al.,, 2013; MESSELHAUSSER et al., 2010). Sendo continuamente
vinculadas as enfermidades humanas associadas ao consumo de alimentos e aguas
contaminadas, em destaque as espécies Vibrio parahaemolyticus, Vibrio vulnificus, e Vibrio
cholerae como grandes causadores dessas enfermidades (SILVA et al., 2010). Pesquisa
recente com amostras de camardo (Penaeus vanammei) evidenciou a acdo antimicrobiana da
quitosana em Vibrio parahaemolyticus, pois o crescimento do mesmo foi inibido pelos
revestimentos de oligossacarideos de quitosana, comportamento este constatado pelo menor

crescimento bacteriano das amostras revestidas com quitosana (SUN et al., 2017).

O Staphylococcus aureus tem como reservtorio os seres humanos e 0s animais de
sangue guente, sendo encontrado nas vias nasais, garganta, pele e cabelos de 50% ou mais de
individuos humanos saudaveis (SILVA et al., 2010). Este micro-organismo tem como
principal fonte de contaminagdo as condi¢fes precarias de manipulagdo e ndo é classificado
como bom competidor frente a outras bactérias, no entanto, pode ser detectado em pescado

em contagens acima do limite permitido pela legislagéo vigente (SILVA et al., 2008).
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De acordo com a contagem de Staphylococcus coagulase positiva nas amostras de
camardo Litopenaeus vanammei foi posivel observar que apenas os tratamentos controle (C) e
glaciamento (G) evidenciaram a presenca de Staphylococcus coagulase positiva durante a
estocagem. No primeiro dia ap0s a estocagem o tratamento G apresentou a contagem de 2 X
10? UFC/g. Em 30 dias de estocagem os tratamentos C e G apresentaram respectivamente
contagens de 4 x 10% e 3 x 10® UFC/g. Sendo observado em 60 dias de estocagem que apenas
o tratamento C apresentou contagem de 3 x 10° UFC/g, e ao final de 90 dias de estocagem o
tratamento G apresentou contagem de 3 x 10° UFC/g. A legislacéo brasileira vigente estipula
que o limite maximo para a contagem de Staphylococcus coagulase positiva em crustaceos in
natura, refrigerados ou congelados ndo consumidos crus é de 10° (BRASIL, 2001). Assim de
acordo com a legislacdo brasileira foi possivel observar que o tratamento C apresentou
contagens acima do limite permitido nos periodos de 30 e 60 dias de estocagem e o
tratamento G apresentou contagens acima do limite permitido nos periodos de 30 e 90 dias de
estocagem. Os tratamentos de quitosana (Q), quitosana com 0leo essencial de limdo (QL) e
quitosana com o6leo essencial de tangerina (QT) apresentaram auséncia de Staphylococcus
coagulase positiva em toda a estocagem de 180 dias. Evidenciando, portanto, a eficacia dos
revestimentos de quitosana e 6leos essenciais para Staphylococcus coagulase positiva, pois as
amostras revestidas (Q, QT e QL) apresentaram auséncia nas contagens durante os 180 dias
de estocagem.

O grupo dos coliformes termotolerantes é um subgrupo dos coliformes totais
exclusivo aos membros capazes de fermentar lactose de 24 a 48 horas a + 45° C, possuindo
como habitat natural o trato intestinal de animais de sangue quente (SILVA et al., 2010). Os
coliformes termotolerantes nas amostras de camardo Litopenaeus vanammei submetidos aos
tratamentos controle (C) e glaciamento (G) apresentaram comportamento semelhante nos
perfodos de 1, 30 e 60 dias de estocagem com valores acima de 10> NMP/g. Em 90 dias de
estocagem o0s tratamentos C e G apresentaram comportamento diverso com valores
respectivamente de 9,3 x 10 e 2,1 x 10° NMP/g. Foi possivel observar novamente um
comportamento similar para os tratamentos C e G no periodo de 120 dias de estocagem com
valores acima de 10 NMP/g. No periodo de 150 dias de estocagem os tratamentos C e G
aprsentaram valores distintos com valores respectivamente de 4,6 x 10%e 7,5 x 10 NMP/g. E
ao final da estocagem de 180 dias os tratamentos C e G apresentaram valores proximos e
abaixo da legislacdo vigente com 7,5 x 10 NMP/g para o tratamento C e 1,5 x 10 NMP/g para

o tratamento G. Os tratamentos de quitosana (Q), quitosana com 6leo essencial de limdo (QL)
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e quitosana com Oleo essencial de tangerina (QT) apresentaram baixo crescimento no
primeiro dia apds a estocagem com contagem de 1,5 x 10 e ndo registraram crescimento (< 3
NMP/g) para coliformes termotolerantes a partir do periodo de 30 dias até o final da
estocagem de 180 dias. Sendo possivel assim ressaltar a acdo antimicrobiana dos
revestimentos principalmente a partir de 30 dias de estocagem nos coliformes termotolerantes,
pois em todos os tratamentos com revestimentos de quitosana (Q, QT e QL), ndo ocorreu o
crescimento deste micro-organismo deste periodo até o final de 180 dias de estocagem. O
limite maximo estipulado pela legislacdo brasileira vigente para coliformes termotolerantes ¢ de
10? em crustaceos refrigerados ou congelados (BRASIL, 2001). Assim percebeu-se que o0
tratamento C apresentou valores acima do limite estabelecido pela legislagdo brasileira nos
periodos de 1, 30, 60, 120 e 150 dias de estocagem e o tratamento G apresentou valores acima
do limite da legislacdo nos periodos de 1, 30, 60, 90 e 120 dias de estocagem. Salientando o
comportamento das amostras revestidas com quitosana e 6los essenciais (Q, QT e QL) que
apresentaram valores abaixo do limite permitido pela legislacdo vigente durante os 180 dias

de estocagem.

Os coliformes termotolerantes podem ser apontados como micro-organismos
precursores de qualidade, devido a sua presenca estar relacionada habitualmente com
bactérias patogénicas (RALL et al., 2008). A bactéria Escherichia coli é o parametro de
contaminacdo fecal mais usualmente utilizado e estd inserida no grupo de coliformes
termotolerantes (BARROS et al., 2015). Bactérias do género Staphylococcus em altas
concentracdes em alimentos constituem risco a salde humana, em virtude do seu potencial
toxigénico (SILVA-JUNIOR et al., 2015). Diversos estudos validaram a acdo antimicrobiana
da quitosana em bactérias Gram positivas e Gram negativas, mas também ressaltaram 0s
efeitos bactericidas mais intensos em bactérias Gram positivas (VERLEE; MINCKE;
STEVENS, 2017; NO et al., 2002). Sun et al. (2012) demonstraram a acdo antimicrobiana de
oligossacarideos de quitosana em Escherichia coli e Staphylococcus aureus, ressaltando que a
atividade antimicrobiana foi mais acentuada em S. aureus do que em E.coli. A incorporagéo
de Oleos essenciais aos revestimentos comestiveis de quitosana pode intensificar a agédo
antimicrobiana da quitosana (PERDONES et al., 2016). O dleo essencial de limdo apresenta
potencial atividade antimicrobiana (PRABUSEENIVASAN,; JAYAKUMAR,;
IGNACIMUTHU, 2006; RANDAZZO, et al.,2016). E o0 dleo essencial da casca de tangerina
destaca-se pelo promissor potencial antimicrobiano em amostras de carpa (Megalobrama
amblycephala) (HE; XIAO, 2016).
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3.5 Conclusoes

As amostras de camardo (L. vannamei) do tratamento controle (C) apresentaram
valores crescentes de perda de peso durante os 180 dias de estocagem. Em relacdo as perdas
de revestimentos e glaciamento, foi constatado que todas as amostras revestidas com
quitosana (Q, QT e QL) apresentaram taxas de perda bem inferiores ao glaciamento (G)

durante os 180 dias de estocagem.

A composicdo quimica de todos os tratamentos apresentou satisfatéria qualidade
nutricional, principalmente devido ao baixo teor de lipidios e alto teor de proteinas. Sendo
possivel observar um pequeno decréscimo nos teores de umidade e proteinas e um acréscimo
nos valores de cinzas, lipidios e carboidratos entre o primeiro dia apds estocagem e o final do

periodo de 180 dias de estocagem.

Os valores de pH, N-BVT e N-TMA das amostras de camardes (L. vannamei) de todos
0s tratamentos mostraram-se abaixo da legislacdo vigente, evidenciando o excelente estado de
frescor das amostras analisadas durante o periodo de estocagem de 180 dias. Ressaltando os
tratamentos com revestimentos de quitosana (Q, QT e QL) que apresentaram os melhores
valores em termos de frescor. Todos os tratamentos apresentaram baixos teores de TBARS,
destacando os tratamentos com revestimentos de quitosana adicionados de 6leos essenciais de
lim&o e tangerina (QT e QL) que representaram os menores valores de TBARS durante os 180

dias de estocagem.

Quanto as analises microbioldgicas as amostras de camardo (L. vannamei) de todos 0s
tratamentos mantiveram-se dentro dos limites estabelecidos para meséfilas e psicrotroficas.
Para Vibrio spp. todos os tratamentos mostraram-se abaixo da legislacdo brasileira vigente
(tratamento QT apresentou auséncia em todo o periodo de estocagem). Apenas 0s tratamentos
C e G apresentaram valores acima da legislacdo brasileira para coliformes termotolerantes e
Staphylococcus coagulase positiva, pois os tratamentos com revestimentos de quitosana (Q,
QT e QL) apresentaram-se dentro da legislacdo vigente durante todo o periodo de estocagem,

evidenciado a acdo positiva (inibi¢do bacteriana) contra estes micro-organismos patogénicos.
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APENDICE A - ASPECTO DOS 39 REVESTIMENTOS COMESTIVEIS DE
QUITOSANA E OLEOS ESSENCIALIS.

Q - Quitosana; CR - Oléo essencial de cravo; HO - Oleo essencial de
horteld, LI — Oléo essencial de limdo; LO — Oleo essencial de louro; MA —
Oleo essencial de manjericdo; TA — Oleo essencial de tangerina.

Fonte: Propria do autor (2017).
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APENDICE B — ASPECTO DOS FILMES COMESTIVEIS DE QUITOSANA DE
1%(a), 1,5% (b) e 2%(c).

Fonte Propria do autor (2017).
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APENDICE C - VALOR UNITARIO DO MATERIAL UTILIZADO PARA
A PRODUCAO DE FILMES E REVESTIMENTOS COMESTIVEIS.

Quitosana comercial 1000 g (Polymar) - R$ 120,00

Oleo essencial de Cravo 5 mL (BioEsséncia) - R$ 24,00

Oleo essencial de Horteld 10 mL (BioEsséncia) - R$ 39,00
Oleo essencial de Limao — 10 mL (BioEsséncia) - R$ 27,00
Oleo essencial de Louro — 5 mL (Terraflor) - R$ 49,50

Oleo essencial de Manjericdo — 5 mL (BioEsséncia) - R$ 26,00
Oleo essencial de Tangerina — 10 mL (BioEsséncia) - R$ 27,00
Acido Latico 85% PA 1000 mL (Dinamica) — R$ 39,90

Glicerina ou Glicerol PA 1000 mL (Dinamica) — R$ 29,00

Fonte Propria do autor (2018).
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APENDICE D - CUSTOS DE PRODU(;AO DOS REVESTIMENTOS COMESTIVEIS
DE 1% DE QUITOSANA E OLEOS ESSENCIAIS (POR LITRO).

Revestimento  Quitosana Oleo Essencial Solugéo de Acido  Glicerol Valor Total

(R$) (R$) Latico 1% (R$) 0,5% (R$) (R$)

1% Q 1,20 - 0,47 0,15 1,82

1% Q-CR 0,5% 1,20 24,00 0,47 0,15 25,82
1% Q-CR 1% 1,20 48,00 0,47 0,15 49,82
1% Q- HO 0,5% 1,20 19,50 0,47 0,15 21,32
1% Q-HO 1% 1,20 39,00 0,47 0,15 40,82
1% Q- LI10,5% 1,20 13,50 0,47 0,15 15,32
1% Q-LI 1% 1,20 27,00 0,47 0,15 28,82
1% Q-L0O 0,5% 1,20 49,50 0,47 0,15 51,32
1% Q-LO 1% 1,20 99,00 0,47 0,15 100,82
1% Q - MA 0,5% 1,20 26,00 0,47 0,15 27,82
1%Q - MA 1% 1,20 52,00 0,47 0,15 53,82
1%Q - TA 0,5% 1,20 13,50 0,47 0,15 15,32
19%Q -TA 1% 1,20 27,00 0,47 0,15 28,82

Q — Quitosana; CR - Oléo essencial de cravo; HO - Oleo essencial de hortel3,

LI — Oléo essencial de

limdo; LO — Oleo essencial de louro; MA — Oleo essencial de manjericio; TA — Oleo essencial de

tangerina.
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APENDICE E — CUSTOS DE PRODUQAO DOS REVESTIMENTOS COMESTIVEIS
DE 1,5 % DE QUITOSANA E OLEOS ESSENCIAIS (POR LITRO).

Revestimento  Quitosana Oleo Essencial Solugéo de Acido  Glicerol Valor Total

(R$) (R$) Latico 1% (R$) 0,5% (R$) (R$)

1,5% Q 1,80 - 0,47 0,15 2,42
1,5% Q - CR 0,5% 1,80 24,00 0,47 0,15 26,42
15% Q-CR 1% 1,80 48,00 0,47 0,15 50,42
1,5% Q - HO 0,5% 1,80 19,50 0,47 0,15 21,92
1,5% Q-HO 1% 1,80 39,00 0,47 0,15 41,42
1,5% Q - L10,5% 1,80 13,50 0,47 0,15 15,92
1,5%Q - LI 1% 1,80 27,00 0,47 0,15 29,42
1,5% Q- LO 0,5% 1,80 49,50 0,47 0,15 51,92
15% Q-L0O 1% 1,80 99,00 0,47 0,15 101,42
1,5% Q — MA 0,5% 1,80 26,00 0,47 0,15 28,42
1,5% Q - MA 1% 1,80 52,00 0,47 0,15 54,42
1,5% Q- TA 0,5% 1,80 13,50 0,47 0,15 15,92
15% Q-TA 1% 1,80 27,00 0,47 0,15 29,42

Q - Quitosana; CR - Oléo essencial de cravo; HO - Oleo essencial de horteld,

LI — Oléo essencial de

liméo; LO — Oleo essencial de louro; MA — Oleo essencial de manjericdo; TA — Oleo essencial de tangerina.
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APENDICE F - CUSTOS DE PRODU(;AO DOS REVESTIMENTOS COMESTIVEIS
DE 2% DE QUITOSANA E OLEOS ESSENCIAIS (POR LITRO).

Revestimento  Quitosana OleoEssencial Solugéo de Acido  Glicerol Valor Total

(R9) (R9) Latico 1% (R$) 0,5% (R$) (R9)

2% Q 2,40 - 0,47 0,15 3,02

2% Q - CR 0,5% 2,40 24,00 0,47 0,15 27,02
2% Q-CR 1% 2,40 48,00 0,47 0,15 51,02
2% Q - HO 0,5% 2,40 19,50 0,47 0,15 22,52
2% Q-HO 1% 2,40 39,00 0,47 0,15 42,02
2% Q- L10,5% 2,40 13,50 0,47 0,15 16,52
2% Q-LI11% 2,40 27,00 0,47 0,15 30,02
2% Q- L0 0,5% 2,40 49,50 0,47 0,15 52,52
2% Q-L0O 1% 2,40 99,00 0,47 0,15 102,02
2% Q — MA 0,5% 2,40 26,00 0,47 0,15 29,02
2% Q - MA 1% 2,40 52,00 0,47 0,15 55,02
2% Q-TA 0,5% 2,40 13,50 0,47 0,15 16,52
2% Q-TA 1% 2,40 27,00 0,47 0,15 30,02

Q — Quitosana; CR

- Oléo essencial de cravo; HO - Oleo essencial de hortel3,

LI — Oléo essencial de

limdo; LO — Oleo essencial de louro; MA — Oleo essencial de manjericdo; TA — Oleo essencial de

tangerina.



APENDICE G - VALORES DE pH, TBARS, BVT E TMA (MEDIA + DESVIO
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PADRAQO) DAS AMOSTRAS DE CAMARAO CONGELADO SUBMETIDAS A

DIFERENTES TRATAMENTOS DURANTE 180 DIAS DE ESTOCAGEM.

AMOSTRA TEMPO pH TBARS BVT (mg/100g) TMA (mg/100g)
T1 710£008 0,13+001 227+017 0,32+0,12
T30 705+002 013+007 378+050 0,69+0,12
c T60 6,66+007 014+001 571+0,39 1,21+0,25
T9 6,96+002 020+003 6,55+0,19 2,11+0,13
T 120 6,97+002 035+001 7,14+048 2,37+0,12
T 150 700£005 029+001 895+042 2,75+0,13
T 180 720+£002 038+001 995+0.25 3,01+ 0,12
T1 698+003 010+002 210+0,17 0,32+0,12
T30 6,87+003 012+004 3,28+ 050 0,58 + 0,24
G T 60 6,86+010 0,17+004 550+076 1,09 +0,13
T90 6,81+004 021+003 664+017 1,93+0,14
T 120 6,87+005 032+001 6,85+048 2,19+0,15
T 150 696+003 030+001 811+0.25 2,64 0,13
T 180 714+003 036+001 895042 2,90 +0,12
T1 6,49+002 047+001 1,85+0,19 0,26 + 0,00
T30 6,16+002 050+004  2,35+0,39 0,51+ 0,21
0 T60 645+004 051+004 4,37+027 0,71+ 0,25
T90 634+015 058+001 4,54+0,64 1,09+0,13
T 120 6,42+005 072+006 588+058 1,35+0,13
T 150 648+002 036+001 6,97 +0,32 1,74+0,12
T 180 6,55+004 077+003 7,94+056 1,99+0,13
T1 6,47+002 004+002 1,85+0,19 0,26 + 0,00
T30 6,16+002 005+001 227+0,32 0,45 + 0,24
oT T 60 631+009 007+001 370+0,14 0,64+0,15
T90 6,30+0,015 009+001  3,95+0,17 0,83+0,13
T 120 632+002 011+002 521+058 0,96 +0,13
T 150 635+002 010+002 622+0,19 1,16 0,15
T 180 6,49+002 014+004 7,81+017 1,41+ 0,14
oL T1 648+004 007+001 1,76+0,17 0,26 + 0,00
T30 6,14+002 011+003 2,18+0,19 0,32+0,12
T60 614201  011+002 4,28 +0,17 0,57+0,13
T90 6,31+005 0,13+002  4,45+0,32 0,70+0,13
T 120 6,34+002 015+002 4,87 +0,19 0,90 + 0,15
T 150 637+002 014+002 588+034 1,09 +0,13
T 180 651+004 017+001 7,64+017 1,22 40,13

C - Camardo congelado (controle); G - Camardo congelado com glaciamento; Q - Camaréo
congelado com revestimento de 1,5% de quitosana; QT - Camardo congelado com
revestimento de 1,5% de quitosana + 0,5% de Gleo essencial de tangerina; QL - Camardo

congelado com revestimento de 1,5% de quitosana + 0,5% de dleo essencial de limé&o.



