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RESUMO

A induistria pesqueira gera uma grande quantidade de residuos proteicos com alto valor
nutricional. A tildpia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) é a espécie de peixe mais cultivada no
Brasil, tendo o maior potencial de aproveitamento de residuos. No entanto, os residuos utilizados
na elaboragdo da carne mecanicamente separada (CMS) sd@o mais suscetiveis a oxidagdo lipidica,
sendo necessdria a adicdo de antioxidantes. O objetivo deste estudo foi avaliar o potencial
antioxidante do polissacarideo sulfatado total (PST) da alga marinha vermelha Gracilaria birdiae
na CMS de tildpia-do-Nilo, como alternativa ao antioxidante sintético hidroxitolueno butilado
(BHT). O PST foi obtido por extracdo aquosa refinada (1,5% m/v; 80°C; 4h) e determinado seu
rendimento com base na massa desidratada. Foram determinados os teores de agucares totais,
sulfato e proteinas, como também verificado o padrdo de cargas por eletroforese em gel de
agarose (0,5%), utilizando glicosaminoglicanos como padrdes. Na avaliagdo do potencial
antioxidante do PST (0,125 - 4mg/mL) foi realizada avalia¢do in vitro do potencial redutor do
radical livre 1,1-Diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) e o efeito de quelagdo do ion-ferroso,
utilizando o BHT e o Ethylenediamine tetraacetic acid (EDTA) como padrdes, respectivamente.
Os PST obtidos por EAqRef foram aplicados na CMS de tildpia-do-Nilo ndo lavada em
diferentes concentragdes (0,01; 0,02 ou 0,03 g/100g), o controle positivo recebeu o antioxidante
BHT (0,01 g/100g) e o controle sem aditivo. A CMS tratada foi armazenada a -22°C durante 180
dias e avaliada quanto ao teor de umidade, lipidios, proteinas e cinzas, no inicio e no fim do
experimento, além de verificados o potencial hidrogenionico (pH), a formagdo das bases voldteis
totais e a oxidacdo lipidica. Foram feitas andlises microbiolégicas iniciais para coliformes
termotolerantes a 45°C, estafilococos coagulase positiva e Salmonella sp. no tempo zero e
realizada a contagem padrdo para bactérias psicrotroficas durante o experimento. O rendimento
bruto de PSTs de Gracilaria birdiae foi de 36,81£16,01% a partir da matéria prima desidratada.
O conteudo de agucares totais e sulfato livre foram de 77,39% e 3,00%, respectivamente. Nao foi
detectada proteinas na amostra do polimero examinado. O perfil eletroforético revelou PST
polidisperso com mobilidade semelhante ao dermatan sulfato de mamifero. Os ensaios
antioxidantes de reducdo do radical livre DPPH e quelagdo do ion ferroso, mostraram
dependentes de concentragdo (0,125 - 4 mg/mL) e foram, em ambos os casos, menos efetivos que

os controles BHT e EDTA (p<0,05). A composi¢do centesimal da CMS sofreu poucas alteracdes



ao longo do armazenamento congelado, sendo mais significativa a redu¢ao de umidade entre os
tratamentos (p<0,05). A CMS tratada com PST apresentou crescimento de microrganismos
psicotréficos e aumento do nitrogénio das bases voldteis totais durante o armazenamento
congelado, porém ndo houve crescimento de bactérias controladas pela legislagdo e o pH
manteve-se estdvel durante o experimento. Além disso, houve reducdo na formacdo do teor de
malonaldeido nas concentra¢des de 0,01 e 0,02 g/100g (p<0,05). Portanto, o PST da alga marinha
vermelha G. birdiae mostra como uma alternativa ao antioxidante sintético BHT, quando

aplicado em CMS de tildpia.

Palavras-chave: Tilapia-do-Nilo. Minced Fish. Rodoficea. Polissacarideos Sulfatados.

Antioxidantes Naturais.



ABSTRACT

The fishery industry generates a large quantity of protein residues with high nutritional value.
Nile tilapia (Oreochromis niloticus) is the most widely cultivated fish species in Brazil, with the
greatest potential for waste recovery. However, residues used in the preparation of mechanically
separated meat (MSM) are more susceptible to lipid oxidation, and the addition of antioxidants is
necessary. The objective of this study was to evaluate the antioxidant potential of the total
sulfated polysaccharide (TSP) of the red sea kelp Gracilaria birdiae in the Nile tilapia MSM as
an alternative to the synthetic butylated hydroxytoluene (BHT) antioxidant. PST was obtained by
refining aqueous extraction (1.5% w/v, 80°C, 4h) and determined its yield based on the
dehydrated mass. The total sugars, sulfate and protein contents were determined, as well as the
agarose gel electrophoresis load standard (0.5%), using glycosaminoglycans as standards. In the
evaluation of the antioxidant potential of the TSP (0.125 - 4mg/mL.), the in vitro evaluation of the
free reducing potential of 1,1-Diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) free radical and the ferrous ion
chelation effect was performed using BHT and Ethylenediamine tetraacetic acid (EDTA) as
standards, respectively. The TSP obtained by RefAqE was applied to the MSM of unwashed Nile
tilapia at different concentrations (0.01, 0.02 or 0.03 g/100g), the positive control received the
antioxidant BHT (0.01 g/100g) and the control without additive. The treated CMS was stored at -
22°C for 180 days and evaluated for moisture content, lipids, proteins and ash at the beginning
and at the end of the experiment, as well as the potential of hydrogen (pH), the formation of total
volatile bases and lipid oxidation. Initial microbiological analyzes were performed for
thermotolerant coliforms at 45°C, coagulase positive staphylococci and Salmonella sp. at time
zero and performed the standard count for psychrotrophic bacteria during the experiment. The
crude yield of TSPs from Gracilaria birdiae was 36.81£16.01% from the dehydrated raw
material. The content of total sugars and free sulfate were 77.39% and 3.00%, respectively. No
proteins were detected in the sample of the polymer examined. The electrophoretic profile
revealed polydisperse TSP with similar mobility to mammalian dermatan sulfate. The antioxidant
free radicals DPPH reduction and ferrous ion chelation showed concentration-dependent (0.125 -
4 mg/mL) and were both less effective than BHT and EDTA (p<0.05). The centesimal
composition of CMS underwent few changes throughout the frozen storage, being more

significant the reduction of humidity among the treatments (p<0.05). The MSM treated with PST



showed growth of psychotrophic microorganisms and increase of the nitrogen of the total volatile
bases during the frozen storage, but there was no growth of bacteria controlled by the legislation
and the pH remained stable during the experiment. In addition, there was reduction in the
formation of malonaldehyde content at concentrations of 0.01 and 0.02 g/100g (p<0.05).
Therefore, the TSP of the red seaweed G. birdiae shows as an alternative to the synthetic

antioxidant BHT, when applied in CMS of tilapia.

Keywords: Nile tilapia. Minced Fish. Rhodophyceae. Sulphated Polysaccharides. Natural

Antioxidants.
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1 INTRODUCAO

O termo pescado refere-se a organismos vivos que habitam ambientes aquaticos de
dgua doce ou marinha, incluindo estudrios, em sua totalidade ou que em alguma fase passam por
este ecossistema e que sirvam para alimenta¢do humana. Entre eles, peixes, crustdceos, moluscos,
anfibios, quelonios, mamiferos, e algas, sdo exemplos de pescado (BRASIL, 2017).

Nas dltimas décadas a producdo pesqueira de algas marinhas vem se destacando no
cendrio mundial gracas ao seu grande volume produtivo, cerca de 30 milhdes toneladas/ano, e sua
rentabilidade, além do apelo por alimentos funcionais. Entre as algas marinhas mais cultivadas,
destacam-se Eucheuma spp. (34,9%), Laminaria japonica (27,3%), Gracilaria spp. (13,8%),
Undaria pinnatifida (6,9%) e Kappaphycus alvarezii (5,1%) (FAO, 2018). As algas possuem
biomoléculas com diversas aplicacdes, tais como polifendis, carotenoides, pigmentos, enzimas e
polissacarideos. Na industria alimenticia, os polissacarideos sulfatados de algas sdo os compostos
mais explorados em razdo de suas caracteristicas de formar géis. Os polissacarideos sulfatados
mais encontrados em algas sdo: as carragenanas, as agaranas, os alginatos e as fucanas
(RINAUDO, 2008).

A pesca extrativa a nivel comercial estabilizou-se na década de 80, sendo que o
tamanho atual das capturas corresponde ao valor de 90,9 milhdes de toneladas, representando um
decréscimo comparado a produgdo obtida na década de 80 que obteve uma producdo de 99,5
milhdes de toneladas. Em contrapartida, a aquicultura nos ultimos anos tem mostrado um
aumento em sua producio, passando de uma producdo de cerca de 12 milhdes no final da década
de 80 para uma producdo de cerca de 80 milhdes de toneladas em 2017 (FAO, 2019).

No Brasil, a producio aquicola de peixes se da pela produgdo expressiva da tildpia-
do-Nilo devido seu bom desempenho zootécnico, como adaptag@o ao cultivo € manejo intensivo,
resisténcia as doengas, tolerancia a acidez e alcalinidade elevadas, crescimento e reproducdo em
ampla faixa de salinidade e tolerancia a concentragdes elevadas de amonia etc. Considerando o
grande potencial produtivo do Brasil, a producdo aquicola estd muito abaixo da sua capacidade
quando comparado aos paises orientais. Embora o produtor enfrente entraves ambientais e
politicos, a producdo de tilapia-do-Nilo colocou o Brasil na quarta posi¢do de maior produtor
mundial de tildpias com 357 mil toneladas/ano (ASSOCIACAO BRASILEIRA DA
PISCICULTURA, 2018). O crescimento da producao de tilapia no Brasil se deve por sua grande
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aceitacdo de mercado, a oferta constante de produto de alta qualidade, ao dominio da tecnologia
de producdo em tanques-rede e ao déficit na oferta de pescado no pais (KUBITZA, 2013).

A industrializacdo do pescado gera uma grande quantidade de residuos que podem ser
aproveitados ainda como produtos de valor agregado. A proteina do pescado possui elevado valor
nutricional, além de possuir dcidos graxos dmega-3, incentivando o desenvolvimento de diversos
produtos para alimentacdo, como a carne mecanicamente separada (CMS), que gera subprodutos
com valor agregado, além de reduzir os impactos negativos da atividade industrial ao meio
ambiente (GONCALVES, 2011).

Algumas caracteristicas do pescado o tornam um produto altamente perecivel, como
elevada atividade de dgua, composi¢ao quimica, teores de gorduras insaturadas e pH préoximo da
neutralidade (FRANCO; LANDGRAF, 1996). Nesse contexto, deve-se atentar para o adequado
armazenamento de peixes e seus subprodutos.

Em relacdo a CMS, ela estd mais propicia a sofrer deterioracdo devida o maior tempo
de manipulacdo e maior 4rea de contato com o oxigénio que promove a oxidagcdo de seus 4cidos
graxos. Entende-se por CMS, o produto congelado, obtido de pescado, envolvendo o
descabecamento, a evisceracdo, a limpeza destes e a separacdo mecanica da carne das demais
estruturas inerentes a espécie, como espinhas, ossos e pele (BRASIL, 2017).

Na industria de beneficiamento de pescado, tem-se utilizado compostos quimicos
sintéticos, como o hidroxitolueno butilado (BHT) e o butylated hydroxyanisole (BHA) como
agentes antioxidantes na CMS de pescado, o que aumenta consideravelmente sua vida de
prateleira. No entanto, esses compostos se ndao forem rigorosamente controlados, podem
ocasionar alteracdes mutagénicas nas células, como foi observado em animais (CHEN;
PEARSON; GRAY, 1992).

Algumas alteragdes na qualidade do pescado podem ser acompanhadas pelo acimulo
de compostos nitrogenados que podem ser vistos como uma prova da acdo degenerativa
promovida por enzimas e bactérias, sendo os compostos mais frequentes: a trimetilamina, a
amonia e os 4cidos volateis. Outra preocupacdo € com a presenga de microrganismos sobre os
quais a legislacdo estabelece limites. Esses microrganismos podem ndo alterar a aparéncia do
pescado, mas podem ser patogé€nicos para o homem e ndo somente deteriorantes do alimento

(VIEIRA et al., 2004).
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Segundo Ogawa e Maia (1999) o miisculo do pescado pode conter de 60 a 85% de
umidade, cerca de 20% de proteina, de 1 a 2% de cinza, de 0,3 a 1,0% de carboidrato e de 0,6 a
36% de lipidios. Dentre essas classes quimicas, os lipidios sdo os que mais sofrem variacdo do
tipo de musculo corporal numa mesma espécie, sexo, idade, época do ano, habitat e dieta entre
outros fatores.

No beneficiamento do pescado e no aproveitamento de residuos originados desse
processo, hd uma grande preocupacdo com as gorduras, principalmente os dcidos graxos poli-
insaturados, pela facilidade de sofrerem oxidacdo, acarretando em alteracdes dos atributos
sensoriais, como na qualidade final do produto, diminuicdo da qualidade ou até mesmo na
rejeicdo do pescado (SOARES; GONCALVES, 2012a).

Diante do exposto, as algas marinhas sdo uma fonte em potencial de biomoléculas
capazes de ajudar a inibir a oxidacdo lipidica, como também uma alternativa aos antioxidantes
sintéticos que sdo aplicadas em produtos carneos, por exemplo, a CMS de tildpia-do-Nilo, por
ndo apresentarem toxicidade e promover a estabilidade no armazenamento prolongado (SANTOS
RAYMUNDO; HORTA; FETT, 2004).

Desta forma, o presente estudo teve como objetivo avaliar o potencial biotecnolégico
dos PSs da alga marinha vermelha Gracilaria birdiae frente a oxidacdo lipidica ao longo do
armazenamento prolongado da CMS de tildpia-do-Nilo, obtida de residuos de filetagem, como

alternativa aos antioxidantes sintéticos.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Producio da algicultura mundial e as caracteristicas da producao algal brasileira

A algicultura € o cultivo de algas, compreende-se nesse sentido, o cultivo de seres
microscopicos (fitoplancton) e macroscopicos, principalmente as algas de ecossistema marinho.
Segundo dados da FAO (2018), a producdo algal provinda da aquicultura foi estimada em 30
milhdes de toneladas/ano, dentre os grandes paises produtores destacam-se a China (47,9%),
Indonésia (38,7%) e Filipinas (4,7%). Dentre as 40 espécies que compdem a producdo em 2016,
as cinco espécies mais cultivadas sdo: Eucheuma spp. (34,9%), Laminaria japonica (27,3%),
Gracilaria spp. (13,8%), Undaria pinnatifida (6,9%) e Kappaphycus alvarezii (5,1%).

Considerando a producdo total em 2004 de 15 milhdes toneladas/ano, a producao
mais recente de 30 milhdes toneladas/ano € o dobro do que foi produzido em 2004, o que torna
evidente o interesse econdmico na producdo de algas. O incremento na producdo algal nos
ultimos anos ocorreu na Indonésia, em detrimento do aumento produtivo de Kappaphycus
alvarezii e Eucheuma spp., que cresceu drasticamente devido a producdo de carragenana. No
leste e sudeste da Asia, o cultivo da espécie Undaria pinnatifida, da-se principalmente para o
consumo direto, o que tem estimulado sua producdo. Os dados referentes a produgao total de
microalgas sdo muito escassos, o que subestima sua produgdo. Tendo como referéncia 11 paises
produtores de microalgas, a producdo total de microalgas estimada foi de 89 mil toneladas em
2016. As principais espécies cultivadas foram Spirulina spp.,Chlorella spp., Haematococcus
pluvialis € Nannochloropsis spp.

Localizada em regidoes entre marés, ligada diretamente ao substrato rochoso, a alga
marinha vermelha Gracilaria birdiae € encontrada o ano inteiro ao longo da costa brasileira a
partir do estado do Ceara até o estado do Espirito Santo. Possui talo ereto, apresenta ramificagoes
com no maximo quatro prolongamentos, pode alcancar até 46 cm de altura e 2,3 mm de largura.
As ramificacOes apresentam-se subdicotdmicas ou unilaterais. Possui um ou mais eixos
principais, centrados em um unico disco rigido. A coloragdo varia de vermelho claro a escuro

(PLASTINO; OLIVEIRA, 2002).
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O Brasil, ao contrdrio dos paises asidticos, ndo possui tradicio no cultivo e no
consumo de algas, no entanto, hd pequenos produtores de algas vermelhas e alguns cultivos
experimentais, além do consumo indireto de algas através do consumo de pratos orientais que
vem se popularizando nos ultimos anos, como o Sushi. A regido nordeste produz
experimentalmente algas do género Gracilaria para extragdo de dgar. A contribuicdo da producao
de algas no Brasil no cendrio global ¢ muito incipiente mesmo com condi¢des climdticas
diferenciadas para exploracdo de um vasto nimero de espécies e sua enorme dimensdo costeira
(7.491 km). Segundo estimativas da FAO (2019), o registro da producdo aquicola em 2016 foi
apontado em 730 toneladas. O Chile, que possui uma costa oceanica menor (6.435 km), é o maior
produtor da América do Sul, produzindo cerca de 20 mil toneladas de algas, o equivalente a 20
vezes o que o Brasil produziu no periodo de 2016. Alguns fatores implicam na baixa produgdo
brasileira de macroalgas, como as restricdes impostas pela legislacdo ambiental, o baixo retorno
financeiro ao produtor, aos problemas de infraestrutura e o baixo dominio das técnicas de manejo

(DENNER, 2018).

2.2 Consideracoes sobre polissacarideos sulfatados de algas marinhas

Os carboidratos s@o moléculas organicas formadas por carbono, hidrogénio e
oxigénio. Eles sdo classificados como monossacarideos, dissacarideos ou polissacarideos a
depender do numero de carbonos presentes na molécula (NELSON; COX, 2018). Os
polissacarideos sdo formados por um unico tipo de monossacarideo ou uma combinagdo de
diferentes actuicares. A solubilidade em 4gua € uma caracteristica marcante desse grupo, o que
garante uma imensa gama de aplicagdes industriais, como espessante, gelificante, emulsificante e
hidratante (RINAUDO, 2008). As algas marinhas sdo consideradas uma fonte natural de
carboidratos, como também contribuintes majoritdrios na producdo de oxigénio pelo processo de
fotossintese. Elas sdo um amplo campo de estudo para as ciéncias naturais, como também um
valioso recurso provedor de biomoléculas, tais como polifendis, carotenoides, pigmentos,
enzimas e polissacarideos (PEREIRA et al., 2014).

Dentre essas biomoléculas as de maior aplicagdo industrial sdo os polissacarideos
sulfatados, que estdo presentes em grande quantidade em sua parede celular, sdo exemplos de

polissacarideos sulfatados as carragenanas, agaranas, os alginatos e as fucanas.
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Segundo Pereira (2013), as carragenanas apresentam polissacarideo de cadeia linear,
carregado negativamente e é encontrado em algas vermelhas da Familia Rhodophyceae. A
carragenana ¢ conhecida por apresentar as seguintes propriedades: gelificante, estabilizante e
espessante.

J4 as agaranas sdo polissacarideos formados por uma fracdo neutra ciclica
denominada de agarose e uma fracdo anidnica conhecida como agaropectina. Segundo Canelén et
al (2014), a agarose € obtida principalmente a partir de algas marinhas das ordens Gracilariales e
Gelidiales. Devido sua alta solubilidade em dgua quente, seus polissacarideos sdo normalmente
extraidos a partir do aquecimento da alga (RINAUDO, 2008).

O alginato é um importante polissacarideo presente na parede celular das algas
pardas, ele confere resisténcia a parede e confere flexibilidade. Os alginatos em sua composi¢ao
sdo formados pela combinacdo do L-guluronato e do D-manuronato, a diferenca entre essas
fracdes € o que determina a formacao de géis com diferentes forgas e flexibilidades. (GACESA,
1988).

As fucanas sao um tipo de polissacarideo sulfatado negativamente carregado, além de
hidrossoliveis e, de uma forma geral, sdo encontrados na matriz extracelular de algas pardas.
Estudos com polissacarideos sulfatados demonstram diversas atividades, tais como
anticoagulante, antioxidante, imunoestimulante, antivenenosa, antiviral, antitumoral,
antitrombdtica, cardioprotecdo, protecdo da mucosa gastrica e neuroprotecao (VASCONCELOS,
ARAUJO, SANTANA; 2015), o que atestam o grande potencial biol6gico que as algas possuem.

O glicogénio das florideas, comumente denominado amido das florideas, € o
polissacarideo de reserva encontrado em todas as algas do filo Rhodophyta. Diferencia do amido
das plantas superiores devido a auséncia da amilose, componente essencial para formacao dos
granulos de amido, possui um comprimento total que varia de 9 a 19 residuos de glicose
(PAINTER, 1983).

A parede celular das rodoficeas € estruturalmente formada por dois componentes, um
externo rigido, comumente formado por microfibrilas de celulose e outro interno, formado por
uma matriz mucilaginosa. A matriz mucilaginosa € constituida por um polimero de
polissacarideos sulfatados. Nas algas vermelhas esse polissacarideo sdo as galactanas sulfatadas,
também conhecidos como polissacarideos sulfatados, que podem ser do tipo carragenanas,

agaranas ou D/L-hibridas.
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Como principal fonte em galactana sulfatada, a alga marinha Gracilaria birdiae é
tradicionalmente cultivada para exploracdo do polissacarideo do tipo agarana. As galactanas
sulfatadas do tipo agaranas possuem uma estrutura bdsica repetitiva, com uma cadeia principal
formada por unidades de (1-3)-B-D-galactopiranose (unidade A) e (1-4)-a-L-galactopiranose
(unidade B) (figura 1), a unidade B normalmente apresenta-se na forma de seu derivado ciclizado

3,6-anidrogalactose (CORDEIRO, 2014; PAINTER, 1983).

Figura 1 - Estrutura quimica bdsica das agaranas.
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Fonte: Cordeiro (2014)

2.3 Piscicultura no Brasil

Durante a década de 70 duas espécies exoticas foram introduzidas nos reservatorios
hidricos da regido nordeste do Brasil, a tildpia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) e a tildpia de
Zanzibar (Oreochromis hornorum), com o proposito realizar o povoamento da espécie e a
piscicultura na regido. Das duas espécies introduzidas, apenas a tildpia nildtica obteve €éxito
econdmico. Seguindo o exemplo da regido nordeste, na década de 80, a tildpia foi introduzida nos

corpos hidricos das hidrelétricas da regido sudeste. Nessa regido, a tilapicultura ganhou forca
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como empreendimento comercial, porém alcancou resultados econdmicos insatisfatorios devido a
falta de preparo técnico e dominio da cadeia produtiva. Na década de 90, a regido sul do Brasil
registrou um grande aumento na producdo de tildpias, isso foi possivel gracas ao dominio da
técnica de inversao sexual, que propiciou o cultivo de sexo tnico, e o cardter industrial alcancado
com o pioneirismo na implantacdo de frigorificos exclusivos no processamento de tildpias
(SCHULTER, VIEIRA FILHO, 2017).

O consumo de tildpias tornou-se tradicionalmente aceito na regido nordeste devido
sua entrada nos acudes na década de 70, o que facilitou sua captura e consumo por parte da
populacdo menos favorecida economicamente. O consumo em outras regides do Brasil como as
regides sul e sudeste teve a popularizacdo da tildpia gragcas a busca pela pesca esportiva nos
empreendimentos de pesque-pague. Segundo dados da Associacdo Brasileira da Piscicultura
(2018), o Brasil é o quarto maior produtor mundial de tildpias com 357 mil toneladas/ano. Os
maiores produtores sdo China (1,8 milhdo toneladas/ano), Indonésia (1,1 milhdo toneladas/ano) e
Egito (800 mil toneladas/ano). Do total de peixes produzidos no pais, 51,7% advém da
tilapicutura e 43,7% € proveniente da piscicultura de peixes nativos, principalmente o tambaqui, e
4,6% correspondem a producao de outras espécies. Em 2017, o Brasil produziu aproximadamente
691 mil toneladas/ano. A regido sul foi a maior produtora de peixes no pais com 178 mil
toneladas, principalmente o estado do Parand com 112 mil toneladas. Os principais estados
produtores de tildpia sdo Parand (105 mil toneladas), Sao Paulo (66 mil toneladas) e Santa
Catarina (32 mil toneladas) (ASSOCIACAO BRASILEIRA DA PISCICULTURA, 2018).

A producdo na piscicultura brasileira ainda estd abaixo da sua capacidade real de
producdo. As questdes ambientais, o uso das dguas da Unido e os problemas sazonais, como a
seca no Nordeste sdo alguns dos problemas enfrentados pelos produtores. Em contrapartida, o
melhoramento genético, a hibridizacio, a produgdo de racdes com maior conversdao alimentar, a
tecnificacdo da producdo aquicola e a implementacdo de novos sistemas de cultivo sdo alguns
exemplos de técnicas e melhorias que o setor piscicola tem usada para melhorar sua
produtividade. Como resultado do uso adequado do conhecimento para produgdo piscicola, a
producdo brasileira de 2017 cresceu 8% comparado a producao de 2016, exibindo um resultado
satisfatorio quando levado em consideragdo os problemas econdmicos que o pais se encontra no

momento atual (ASSOCIACAO BRASILEIRA DA PISCICULTURA, 2018).
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2.4 Tilapia-do-Nilo e sua aceitabilidade

O termo Tildpia é a palavra representativa de um grupo formado por géneros da
familia Cichlidae, como caracteristica do grupo, as tildpias apresentam, principalmente, hibito
alimentar onivoro, sdo eficientes no aproveitamento de alimentos naturais, especialmente o
plancton (SCHROEDER, 1983), sdo nativas da Africa, Jordania e Israel. Ha trés géneros
reconhecidos: Oreochromis, Sarotherodon e Tildpia, que juntos compdem aproximadamente 112
espécies, porém apenas algumas destas possuem importancia comercial na piscicultura, como é o
caso da tildpia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) (LAWRIE, 2005).

Algumas caracteristicas justificam a presenca das tildpias entre as principais espécies
cultivadas comercialmente, pode-se destacar: a carne branca, a textura firme, a auséncia de
espinhos intramusculares, a boa aceitacio e seu sabor pouco acentuado; a facilidade de
reproducdo e fornecimento de alevinos; a facilidade de manipulacdo hormonal do sexo para
cultivo unissexual; a diversidade na dieta; a capacidade de aproveitar alimentos naturais em
viveiros; a conversdo alimentar satisfatoria, compreendendo-se entre 1 a 1,8; o bom crescimento
em cultivo intensivo; a grande rusticidade, o que permiti resistir ao estresse do manuseio intenso
e dos baixos niveis de oxigénio dissolvido no cultivo, além da ampla resisténcia as doengas;
desenvolvem-se em dguas com acidez e alcalinidade elevada, crescem e reproduzem-se em um
ampla faixa de salinidade e toleram concentracdes elevadas de amdnia na dgua (KUBITZA,
KUBITZA, 2000).

O crescimento da produgdo de tildpia no Brasil se deve por sua grande aceitacdo de
mercado, a oferta constante de produto de alta qualidade, ao dominio da tecnologia de producao
em tanques-rede e ao déficit na oferta de pescado no pais. Um fator decisivo que ajudou o
consumidor adquirir confianga nos produtos da tilapicultura foi sua oferta regular de tildpias

inteiras, filés de tildpia e de frescos (KUBITZA, 2013).
2.5 A deterioracao do pescado
Segundo o RIISPOA, que dispdem sobre a inspecdo industrial e sanitaria de produtos

de origem animal, na avaliacdo dos atributos de frescor do pescado sdo considerados critérios

para avaliar os atributos sensoriais, tais como: superficie do corpo limpa, com relativo brilho
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metdlico e reflexos multicores proprios da espécie, sem qualquer pigmentacdo estranha; olhos
claros, vivos, brilhantes, luzentes, convexos, transparentes, ocupando toda a cavidade orbital;
branquias ou guelras roseas ou vermelhas, imidas e brilhantes com odor natural, préprio e suave;
abddomen com forma normal, firme, ndo deixando impressdo duradoura a pressdo dos dedos;
escamas brilhantes, bem aderentes a pele, e nadadeiras apresentando certa resisténcia aos
movimentos provocados; carne firme, consisténcia eldstica, da cor propria da espécie; visceras
integras, perfeitamente diferenciadas, peritonio aderente a parede da cavidade celomdtica; anus
fechado; e odor préprio, caracteristico da espécie (BRASIL, 2017).

Segundo Oetterer (1998) e Leitdao (1944), a deterioragdo do pescado se inicia pouco
tempo depois da morte e se intensifica com o tempo de exposicdo e de estocagem do produto,
sendo a intensidade das alteracdes uma manifestacio da influéncia de fatores externos que podem
ou nao intensificar sua degradacdo, como a forma de manipula¢do, a maneira do abate e da forma
de conservacdo, além de fatores internos, como as caracteristicas fisico-quimicas do peixe. Os
processos de degradacdo do pescado contam com a ac@o de enzimas proteoliticas, a oxidagcdo de
gorduras e a acdo de micro-organismos presentes na pele, guelras e no trato intestinal.

Ainda de acordo com o mesmo regulamento, considera-se que os peixes de maneira
geral apresentam um pH em torno de 6,8. Observa-se que o pH final, ap6s captura e abate, esta
relacionado com a quantidade de glicogénio restante apds o abate. Na sequéncia é possivel
verificar a diminuicdo do pH muscular, que € uma consequéncia da conversdo do glicogénio em
dcido latico no processo de glic6lise anaerdbica, tendo como consequéncia a degradacido do ATP.
O acumulo de compostos nitrogenados pode ser visto como uma prova da acdo degradativa
promovida por enzimas produzidas pela microbiota do pescado, sendo 0s compostos mais
frequentes a putrescina, a cadaverina, a trimetilamina, a amonia, etc. Além disso, a concentracdo
de bases volateis total deve ser de até 30 mg de nitrogénio/100 g para serem considerados frescos
(BRASIL, 2017).

No musculo, a oxidagdo da gordura é causada por compostos quimicos ou espécies
reativas de oxigénio que causam a quebra das ligacdes duplas nas fragdes fosfolipidicas das
membranas celulares, que no caso dos peixes sdo mais suscetiveis porque possuem maior grau de

insaturac@o (RUFF et al., 2004).
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2.6 Avaliacao da qualidade do pescado

A qualidade final do pescado depende de muitas varidveis, os quais podem ser
verificados por meio de ensaios bioquimicos, fisico-quimicos e microbioldgicos.

Quando o pescado € impréprio para o consumo, ele pode ter algumas caracteristicas
visiveis que indicam sua baixa qualidade, como apresentar uma aparéncia repugnante, a presenca
de cortes e traumas ao longo do corpo, apresentar odores e sabores desagraddveis, exibir
caracteristicas de dguas poluidas ou mostrar sinais cldassicos de mi conservacdo. Quando o
pescado apresentar algumas dessas caracteristicas, ele j& comprometeu os limites microbiolégicos
e fisico-quimicos fixados pela legislacdao, podendo ser descartados (BRASIL, 2007).

Todos os tipos de produtos de pescado precisam estar com sua microbiota dentro dos
limites impostos pela legislacio. Os microrganismos sobre os quais a legislacdo estabelece
limites sao aqueles que quase sempre nio alteram a aparéncia do pescado, sendo as limitacdes
decorrentes do fato de serem patogénicos para o homem e nao somente deteriorantes do alimento.
Pela agilidade, os testes sensoriais sdo mais empregados nas industrias de pescado do que os
microbioldgicos e fisico-quimicos, porém este teste ndo exclui os demais, devendo-se unir pelos
menos dois desses testes para obter uma avaliacdo mais precisa e confidvel (VIEIRA et al.,
2004). No Brasil, a Resolucio RDC n° 12, de 2 de janeiro de 2001, da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitdria - ANVISA, define os critérios microbiol6gicos para alimentos expostos a
venda e a exportacdo. Os itens 7, 20 e 22 da citada resolucdo, abordam o pescado e os produtos
derivados da pesca e os limites microbiolégicos para sua comercializacao (BRASIL, 2001).

Nos testes fisico-quimicos o limite aceitdvel para bases volateis totais (BVT) € de
30mg de N/100g de pescado; como este valor aumenta com a deterioracdo do pescado,
caracteriza-se como produto improprio para o consumo aquele que ultrapassar esse limite
(BRASIL, 2017). Uma consequéncia desse aumento € observada na evolugdo do pH de menos
acido para mais bdsico no decorrer do processo de liberagdo das bases volateis. O pH menor que
7,00 quase sempre vai indicar um pescado com Otima qualidade para consumo, sendo valido,

principalmente, para os peixes.
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2.7 Composicao quimica do pescado

A composicdo quimica ou centesimal do pescado € muito diversificada e estd
diretamente ligada a influéncia do local em que vivem e dos fatores intrinsecos de cada espécie,
tais como fatores genéticos, morfolégicos e fisiologicos. Quando se estuda a composicao
centesimal dos peixes de maneira geral, refere-se a sua composi¢ao quanto ao teor de umidade,
proteinas, lipidios, cinzas e carboidratos, sendo o percentual do dltimo uma consequéncia dos
parametros ji estabelecidos (OGAWA, MAIA, 1999).

Segundo Gongalves (2017) a dgua é a grande porc¢do encontrada no pescado, tanto em
peso como em volume, ela tem influéncia nos atributos sensoriais, na qualidade e na vida de
prateleira. Segundo Ogawa e Maia (1999) o musculo do pescado pode conter de 60 a 85% de
umidade, cerca de 20% de proteina, de 1 a 2% de cinza, de 0,3 a 1,0% de carboidrato e de 0,6 a
36% de lipidios. Os lipidios apresentam uma maior variagdo em funcdo do tipo de musculo
corporal numa mesma espécie, sexo, idade, época do ano, habitat e dieta entre outros fatores. Os
peixes podem ser classificados segundo sua composi¢ao quimica, como peixes gordos, 68,6% de
umidade, 20,0% de proteinas, 10,0% de lipideos e 1,4% de cinzas; peixes semi-gordos, 77,2% de
umidade, 19,0% de proteinas, 2,5% de lipideos e 1,3% de cinzas; peixes magros: 81,8% de
umidade, 16,4% de proteinas, 0,5% de lipideos e 1,3% de cinzas (JACQUOT, 1961). Com
relacio aos minerais, a carne de pescado € considerada uma fonte de célcio e fésforo,
apresentando também quantidades razodveis de sdédio, potdssio, manganés, cobre, cobalto, zinco,

ferro e iodo (CONTRERAS—GUZMAN, 1999).

2.8 O aproveitamento de residuos do processamento de pescado

Numa perspectiva de aproveitamento dos residuos, a industria de processamento do
pescado deve dispor de alternativas para o gerenciamento dos mesmos que sdo produzidos,
implicando no diferencial das empresas, e assim estimular a diversificagdo de produtos, o
crescimento sustentdvel e a responsabilidade socioambiental (PESSATTI, 2001).

Com uma composi¢do balanceada em aminodcidos, particularmente aqueles
limitantes em proteinas de origem vegetal, como a metionina e a cisteina (Neves et al., 2004), as
proteinas musculares do peixe possuem elevado valor nutricional. O destino dos residuos s6lidos

do beneficiamento do pescado ocorre, principalmente, para alimentacdo animal na forma de
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ragdes, mas também podem ser aproveitados para a producdo de fertilizantes (SEIBEL;
SOARES, 2003), iscas para pesca artesanal ou artesanatos (Banco do Nordeste, 1999). O uso de
tecnologias para aproveitamento de residuos, como a mdquina desossadeira, aumenta a
capacidade da industria pesqueira em responder, ndo sé a demanda por produtos diferenciados,
mas também a tendéncia da busca por alimentos sauddveis e com alto valor nutritivo (JORGE,
1997; MIRANDA et al., 2003). O valor nutricional desses residuos, ricos em proteinas e em
acidos graxos Omega-3, incentiva o desenvolvimento de produtos para a alimentagdo humana,
podendo suprir as necessidades nutricionais de proteinas dos setores mais carentes da sociedade
por um preco mais acessivel (FELTES et al., 2010).

O pescado pode ser submetido a diversas linhas de processamento na industria,
permitindo uma ampla gama de produtos. Uma das atividades da inddstria pesqueira mais
geradora de residuos € a filetagem de peixes. A obten¢do do filé de peixe depende da habilidade
manual do operério, das maquinas filetadoras, da forma do corpo, do tamanho da cabeca e do
peso das visceras, pele e nadadeiras (CONTRERAS-GUZMAN, 1994). Depois do processo de
filetagem, uma quantidade considerdvel de carne ainda fica retida no esqueleto do peixe. Esta
carne quando obtida através de maquina apropriada, pode ser utilizada na producdo de outros
produtos de maior valor agregado. A recuperacdo da carne aderida pode chegar a 60% do
material que passa através da maquina (FREITAS et al., 2012).

No processamento da tildpia, hd a geracdo de grande quantidade de residuos ou
subprodutos, que apresentam 4cidos graxos poli-insaturados essenciais e proteina de elevado
valor biolégico, vitaminas e minerais (DRAGNES er al., 2009). Esses residuos podem ser
convertidos em produtos comerciais ou matéria-prima para produtos secunddrios, através de
tecnologias adequadas. Segundo Pires (2014), a utilizagdo desse material constitui-se em uma
alternativa promissora na elaboragdo de produtos alimenticios de excelente qualidade nutricional,
que pode contribuir para a diminui¢do de problemas de mé nutri¢do, atribuidos a caréncia ou
deficiéncia de proteinas de elevado valor nutricionais na dieta alimentar, além de reduzir os

impactos negativos da atividade industrial a0 meio ambiente.
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2.9 Carne mecanicamente separada (CMS)

Os residuos de filetagem de peixes sdo aproveitados mundialmente através de
mdaquinas separadoras de carnes e 0ssos. A tecnologia que permitiu tal feito, Minced Fish
Technology, surgiu no Japdo no final da década de 1940 como reflexo da necessidade de
aproveitar o alto descarte de carnes e a grande demanda de mercado pela polpa de peixes
(FIELD, 1988). A polpa obtida por miquina desossadeira ¢ denominada de CMS. A polpa
quando obtida, aumenta o rendimento total do peixe, diminuindo o desperdicio. A CMS obtida é
isenta de visceras, escamas, 0ssos e peles. Quando os peixes sao filetados, um adicional de 8 a
12% de carne pode ser separado dos residuos de filetagem. Alguns peixes como arenque € a
cavala deixam residuos de ossos nos filés mesmo apds passarem por filetagem, o que pode
diminuir sua aceitabilidade, com a produ¢ao do minced dessas espécies pode-se evitar a presenca
desses ossos e ampliar sua aceitagdo. A trituracdo, por meio da técnica da CMS, possui a
vantagem do controle sobre o sabor, aparéncia e qualidade pela incorporacdo de aditivos. O
minced de peixes gordo requer prote¢do contra a oxidacdo no armazenamento a frio (KEAY,
1979). A rancificacdo das gorduras pode ser contornada através de aditivos pela mistura de
antioxidantes. O minced de espécies de baixo valor comercial pode ser explorado
economicamente através dessa tecnologia na agregacdo de valor. A CMS pode ser moldada de
diferentes formas, além de ser utilizado em métodos de producdo continua (GONCALVES,
2011).

O mercado atual de CMS € pequeno em comparacdo com a quantidade de carne
moida que poderia ser disponibilizado por todas as espécies adequadas. A CMS estraga muito
mais rdpido do que os filés do mesmo peixe, principalmente porque a estrutura da carne é
destruida durante a separacdo. Existe a necessidade de um cuidado extra que deveria ser tomado
para manter a boa qualidade da CMS, em particular, o peixe usado para elaborar o minced deve
ser inicialmente de qualidade alta e o processamento deve ser concluido rapidamente para evitar
alteracOes sensoriais no produto. A CMS deve ser congelada assim que for produzida, ou
incorporada em produtos para assim depois ser congelada dentro de 4 a 5 horas, em todo o
processo ela deve ser mantida resfriada enquanto aguarda o congelamento. Quando lavada com

agua clorada (5 ppm) mantém-se melhor que a CMS ndo lavada (KIRSCHNIK et al, 2013).
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A partir da CMS, pode-se produzir uma infinidade de produtos, como fishburguer,
tirinhas empanadas, nuggets, salsichas, linguicas, recheios para massas e o surimi
(GONCALVES, 2011). A producdo de CMS ainda ndo € significativa no Brasil, mas como
matéria prima ela dispde de intimeros produtos como ji citados, o que deve ser levado em
consideragdo para se estabelecer um mercado forte e inovador no Pais, pois além da inovagdo de

produtos, a CMS de pescado conta com o aumento do consumo de produtos funcionais

(OLIVEIRA, 2008).

2.10 Estabilidade da CMS sob congelamento

O armazenamento adequado de peixes refrigerado e seus subprodutos prolonga
consideravelmente sua vida de prateleira, porém ndo traz melhoras no aspecto qualitativo,
devendo sempre atentar para as condi¢des de higiene, temperatura e tempo ao manipular e
armazenar o pescado. Sabe-se que mesmo em temperaturas muito baixas as reacdes que
envolvem a rancificagdo de gorduras, o que ocasiona cheiro e odor desagraddvel de rango, e a
degradacao autolitica de proteinas, o que facilita a proliferacdo de bactérias e perda da firmeza do
musculo, continuam a ocorrendo durante o armazenamento congelado. Com a incorporagdo de
aditivos quimicos, como antioxidantes e crioprotetores, as condi¢des de estabilidade da CMS
frente as alteragdes fisico-quimicas sdo favorecidas, permitindo o armazenamento prolongado
com maior qualidade. A industria de beneficiamento de pescado tem utilizado compostos
quimicos sintéticos como o hidroxitolueno butilado (BHT) e o butylated hydroxyanisole(BHA)
como agentes antioxidantes na CMS de pescado, porém foi demonstrado que tanto o BHT como
o BHA podem ocasionar alteragdes mutagénicas nas células (CHEN; PEARSON; GRAY, 1992),
sendo seus limites de aplicacdo limitados por legislacdo (BRASIL, 1998).

2.11 Alternativa aos antioxidantes comerciais utilizados em pescado

A oxidagdo no pescado afeta sua qualidade e aceitacdo, pois afeta caracteristicas
como sabor, cor, textura e valor nutricional. Em produtos carneos, os antioxidantes sao utilizados
com o intuito de combater a oxidagdo e preservar seus atributos sensoriais. Entre eles, acido

ascorbico, hidroxitolueno butilado (BHT), butylated hydroxyanisol (BHA), nitritos e nitratos sdo
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comumente utilizados. O uso desses aditivos € regulamentado por lei, pois o consumo acima do
limite estabelecido pode implicar em problemas a saide de quem consome e seu uso
indiscriminado pode influenciar nos atributos sensoriais do produto. Em produtos
industrializados, por legislacdo, o limite permitido para adicdo do BHT e do BHA como
antioxidante é de 0,01g /100g do produto, para o 4cido ascérbico que € utilizado comumente na
forma sintética, ndo hé limite estabelecido, sendo permitido o uso suficiente para obter tal efeito,
ja os nitritos e nitratos possuem limites variados entre 0,01 a 0,03g/100g, apenas para uso como
conservantes (BRASIL, 1998).

O fécil acesso a alimentos industrializados, especialmente alimentos processados,
contribufram para a transi¢do epidemioldgica e nutricional observada nas udltimas décadas no
Brasil e no mundo, caracterizados pelo aumento significativo da ocorréncia de doencas cronicas
ndo transmissiveis, como doengas cardiovasculares (infarto, acidente vascular cerebral,
hipertensao arterial), metabdlicas (diabetes mellitus, obesidade) e neoplasias. Por outro lado, uma
melhor compreensdo dos mecanismos que desencadeiam essas doencas e sua associacio com 0s
habitos alimentares, bem como o maior acesso da populacdo a essas informagdes, permitiu o
surgimento de um nicho de mercado que busca por alimentos mais naturais e sauddveis
(RIBEIRO et al, 2018).

As algas marinhas sdo ricas em 4cidos graxos poli-insaturados, que sdo gorduras
facilmente oxiddveis, no entanto, para evitar a oxidacdo desses compostos, as algas
desenvolveram uma rédpida resposta ao estresse oxidativo por meio da sintese de metabdlicos
antioxidantes como os polissacarideos sulfatados presentes na parede celular. Como alternativa
aos antioxidantes sintéticos aplicados em produtos carneos, os polissacarideos sulfatados
presentes em algas, podem ser uma fonte promissora desse recurso, pois apresentam estabilidade
no armazenamento frente aos antioxidantes sintéticos € ndo modificam atributos organolépticos

(SANTOS RAYMUNDO; HORTA; FETT, 2004).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Coleta da alga marinha

Exemplares da alga marinha vermelha G. birdiae E.M. Plastino & E.C. Oliveira
foram obtidas a partir das estruturas experimentais de cultivo, localizados na zona costeira de
Fleixeiras, municipio de Trairi — CE. Em seguida, conduzidas ao Laboratério de Carboidratos e
Lectinas (CarboLec), do Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular (UFC), em sacos
plasticos, e congeladas a -20°C. No laboratério de Processamento do Pescado (LAPROP), a
matéria-prima foi limpa para a retirada de epifitas e/ou outros organismos incrustantes, lavada em
dgua corrente, desidratada em temperatura ambiente (25°C) e armazenada em recipientes até o

uso (figura 2).

Figura 2 - Alga marinha Gracilaria birdiae.

Fonte: BIOTA/FAPESP (2014)
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Segundo o banco de dados internacional AlgaeBase (2019), a Gracilaria birdiae

possui a seguinte classificagdao taxondmica:

Empire: Eukaryota
Reino: Plantae
Filo: Rhodophyta
Classe: Florideophyceae
Ordem: Gracilariales
Familia: Gracilariaceae
Género: Gracilaria

Espécie: Gracilaria birdiae E.M. Plastino & E.C. Oliveira.
3.2 Extracao do polissacarideo sulfatado Total (PST)

Para extracdo do PST da alga foi utilizado o método de extracdo aquosa refinada
(EAgRef) (ARAUJO et al. 2012).

A alga seca e triturada foi submetida a extragdo refinada a partir de 5 g de tecido
algal, na concentracdo de 1,5% (m/v), em temperatura ambiente (25°C) por 12 horas sob agitacio
constante para reducdo de pigmentos e elementos ndo formadores de gel. Apds filtragdo em
tecido de ndilon, os residuos foram submetidos a uma re-extragao a 80°C por 4 h, sob agitacao
constante. Apos filtragdo nas mesmas condi¢des, o residuo foi descartado, enquanto que os
carboidratos presentes no sobrenadante foram precipitados com alcool comercial (1:3, v/v) por 24
horas sob refrigeragdo. Apds esse periodo, o material precipitado foi dialisado e liofilizado para
obtencdo do polissacarideo sulfatado total (PST) e o rendimento (n=3) foi calculado segundo a
férmula abaixo:

L —

. m; —mp
Rendimento (%) = E— x 100

Onde: m; —massa inicial do tecido algal;

my — massa final, apds extragdo a 80°C.
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3.3 Analises quimicas dos polissacarideos sulfatados

3.3.1 Determinagdo do contetido de carboidratos totais

Os carboidratos totais foram determinados pelo método fenol-dcido sulfirico
(DUBOIS et al., 1956) e monitorados em espectrofotdmetro, ajustado a 490 nm. O acicar

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

3.3.2 Determinagdo do contetido de proteinas contaminantes

As concentragdes de proteinas contaminantes foram realizadas segundo o método de
Bradford (1976), utilizando-se albumina sérica bovina (BSA) como padrdao e monitoradas em

espectrofotometro a 525 nm.

3.3.3 Determinacdo do contetido de sulfato

O teor de sulfato foi determinado apds hidrélise dcida (HCI 1 M, 5 horas, 105°C) pelo
método da gelatina-bario (DODGSON; PRICE, 1962) e monitorado em espectrofotdmetro a 360

nm. O sulfato de sédio foi empregado como padr@o.

3.4 Eletroforese em gel de agarose

O PST (25 pg) foi analisado por eletroforese em gel de agarose a 0,5% em tampao
1,3 - acetato diaminopropano 50 mM (pH 9,0), utilizando os glicosaminoglicanos condroitim
sulfato, dermatan sulfato e heparina como padrdes, os quais sdo polissacarideos de animais, mas
foram utilizados devido a auséncia de padrdes para algas. Os polissacarideos foram aplicados no
gel e a corrida realizada em voltagem constante (110 V) durante 60 min. Apds o procedimento, o
PST presente no gel foi fixado com uma solugdo de N-cetil-N,N,N-brometo de trimetilamonio a

0,1% por 24 horas. Em seguida, o gel foi corado com azul de toluidina a 0,1% e, finalmente,
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descorado com uma solu¢@o contendo etanol absoluto, dgua destilada e 4cido acético concentrado

(4,95: 4,95: 0,1; v''v''v"") (DIETRICH; DIETRICH, 1976).
3.5 Analise da atividade antioxidante in vitro
3.5.1 Inibicdo do radical livre 1,1-Diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH)

O sequestro do radical livre DPPH foi realizado segundo a metodologia descrita por
Blois (1958) com modificacdes. Sequencialmente foram preparadas as dilui¢des das amostras
para cada extrac@o nas concentracdes entre 4 e 0,125 mg/ml de PST. Retirou-se em cada dilui¢ao
uma aliquota de 300 uL que foi diluida e agitada em 200 uL de metanol (MeOH). Nessa solucao
foi adicionada 2,5 mL de DPPH (75 uL em MeOH), permanecendo por 30 min no escuro. As
leituras de absorbancia foram realizadas a 517 nm. A inibi¢do do radical DPPH foi calculado

segundo a férmula abaixo:

(4o —(A—4b)

100
Ao

Inibicao do Radical DPPH (%) =

Onde: Ao — absorbincia do DPPH sem amostra.
A — absorbancia da amostra com DPPH

Ab — absorbancia da amostra sem DPPH

3.5.2 Andlise de quelagdo do ion-ferroso

A anélise da propriedade quelante foi realizada de acordo com o método descrito por
Chew et al. (2008) com modifica¢gdes. Em triplicata, adicionou-se, nesta ordem, 1 mL de sulfato
ferroso 0,1 mM (FeSO4), 1 mL de amostra (PST 0,1 — 4 mg/mL) e 1 mL de ferrozina 0,25 mM
(&cido 3-(2-peridil) -5,6-difenil-1,2,4-triazina-p, p’-dissulfonico) em tubos de ensaio. Em seguida,
os tubos foram agitados por 1 min, mantendo repouso por 10 min, sendo as leituras realizadas em

espectrofotometro a 562 nm. O branco foi obtido substituindo a amostra por dgua destilada. O
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ethylenedinitrilotetraacetic acid (EDTA) foi utilizado como referéncia. A habilidade de quelacdo

do fon ferroso foi calculada em porcentagem pela seguinte férmula:

. A [Ao — (A — Ab)]
Habilidade de quelacao do ion ferroso (%) = 1o x 100

Onde: Ao — absorbancia do FeSO, e ferrosina sem amostra;
A — absorbancia da amostra, FeSQO, e ferrosina;

Ab — absorbancia da amostra sem FeSOy e ferrosina.

3.6 Adicao do PST a CMS de tilapia e avaliacao dos parametros de controle de qualidade

durante a estocagem sob congelamento

3.6.1 Obtengdo da Carne Mecanicamente Separada (CMS)

Para obtengdo da CMS, foram utilizados residuos da filetagem de tildpia nilética
(carcagas e aparas do toalete do filé), provenientes da industria de processamento deste peixe.
ForaO processo de obtengdo foi realizado na planta de processamento de uma industria, no
municipio de Fortaleza-CE, sob condi¢des higi€nicas satisfatérias. Para a recuperagdo da carne
utilizou-se uma méquina despolpadora de pescado. As amostras foram embaladas em porgdes
menores em sacos de polietileno, vedadas e congeladas (-22°C). A CMS foi transportada em
caixas isotérmicas para o Laboratério de Processamento do Pescado do Departamento de

Engenharia de Pesca (UFC) para a realizacdo desta pesquisa.

3.6.2 Tratamento da CMS de tildpia com PST da rodoficea G. birdiae

As amostras de CMS foram divididas em cinco grupos para tratamento como descrito
a seguir: trés tratamentos com o PST da alga G. birdiae em diferentes concentragdes (0,01; 0,02
ou 0,03 g de PST/100g de CMS). Um tratamento como controle negativo foi preparado nas
mesmas condi¢des sem adicdo do PST da alga. Como controle positivo foi utilizado o BHT na

concentracdo de 0,01 g/100g, de acordo com a Portaria da Agéncia Nacional de Vigilancia
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Sanitaria (ANVISA) de N° 1004, de 11 de dezembro de 1998 (BRASIL, 1998), sendo todas as
amostras embaladas em sacos de polietileno, vedadas, congeladas e estocadas a -22°C. Os
tratamentos foram divididos em pequenas porcdes, sempre em triplicata, para cada andlise que foi
realizada durante os dias estabelecidos. As determinacdes de composicdo quimica foram
realizadas no inicio (0 dias) e no final (180 dias) de armazenamento. J4 os parametros fisico-
quimicos e a contagem de microrganismos psicrotroficos foram realizadas no dia do
processamento (0 dia) e aos 30, 60, 90, 120, 150 e 180 dias de armazenamento. Além disso, no
inicio da estocagem foram enviadas amostras para andlise microbioldgica das bactérias da
legislacdo, citada na Resolucio RDC 12 n° 12 (BRASIL, 2001), Salmonella sp., estafilococos

coagulase positiva e coliformes a 45°C.

3.7 Composicao quimica da CMS de tilapia-do-Nilo

3.7.1 Umidade

O teor de umidade foi determinado pelo método gravimétrico, onde as amostras
permaneceram em estufa de secagem na temperatura 105+£1°C até peso constante
(PREGNOLATO; PREGNOLATO, 1985). Os resultados foram calculados em base umida e
expressos em g/100g.

3.7.2 Proteina bruta

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

O teor de lipidios foi determinado pelo método de Soxhlet, utilizando acetona P.A
como solvente extrator (PREGNOLATO; PREGNOLATO, 1985). Os resultados foram

calculados em base imida e expressos em g/100g.
3.7.4 Cinzas

A fracdo cinza foi determinada por incineracdo da matéria organica, em forno mufla a
550°C, até o peso constante (PREGNOLATO; PREGNOLATO, 1985). Os resultados foram

calculados em base imida e expressos em g/100g.
3.8 Avaliacao dos parametros fisico-quimicos
3.8.1 Potencial hidrogenionico (pH)

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

amostra em 50 mL de dgua destilada, conforme Pregnolato e Pregnolato (1985).
3.8.2 Bases nitrogenadas voldteis totais (N-BVT)

As andlises de bases nitrogenadas voldteis totais (N-BVT) foram efetuadas segundo
Malle e Tao (1987) a partir do método de destilacio com modificagdes. Foram homogeneizadas
10 g das amostras com 90 mL de 4cido tricloroacético para precipitagdo do nitrogénio total. O
filtrado, contendo o nitrogénio volatil, foi alcalinizado a vapor, sendo recebido em solucdo de
acido bdrico e titulado com solu¢do de acido sulfurico 0,05 M, padronizado na presenca de

indicador misto. O calculo do teor de N-BVT foi realizado através da seguinte formula:

14 (-2) x a X b x 300

N — BVT =
25mL
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Onde:
a —ml de H,SOy utilizado na titulagdo;

b — normalidade do acido sulfurico.

3.8.3 Substancias reativas ao dcido tiobarbitiirico (TBARS)

O teor de substancias reativas ao dcido tiobarbiturico, indicador de peroxidagdo
lipidica, foi avaliado pelo método de extracdo em &cido tricloroacético (TCA), conforme Vyncke
(1970), utilizando o tetrametoxipropano para a obtencdo da equacdo da reta que foi utilizada no
célculo dos valores de TBARS.

Para a extracdo dos aldeidos preparou-se um extrato dcido aquoso homogeneizado
com 10 g das amostras e 50 mL de dcido tricloroacético (TCA) diluido em propil galato (PG) e
um agente quelante, o EDTA sddico, com a finalidade de evitar a formacdo erronea de
malonaldeido ou outras substincias reativas ao acido tiobarbitirico (TBA) durante a mistura e
filtracdo da amostra. Esse extrato filtrado reagiu com a solucdo de TBA sob aquecimento por 15
min, em banho-maria, para a formagcdo do complexo colorido, o qual foi medido em
espectrofotometro, no comprimento de onda de 532 nm. Os resultados foram expressos em valor

de TBARS, definido como miligramas (mg) de malonaldeido por quilograma (kg) de amostra.

3.9 Anadlise microbiolégica

As andlises das bactérias contempladas pela legislacdo brasileira vigente foram
realizadas pela pesquisa de Salmonella sp/25g., quantificacdo de Estafilococos coagulase
positiva/g e enumeracgdo de coliformes a 45 °C/g de acordo com as recomendacdes da Resolugdo
RDC/ANVISA n°12, de 02 de janeiro de 2001 (BRASIL, 2001) no tempo inicial de estocagem.
Essa andlise foi realizada pelo laboratério LABORSAUDE — Servicos de Andlise ¢ Comércio
LTDA. Os microrganismos aerdbios psicrotroficos foram quantificados pelo método de
plaqueamento, utilizando o meio dgar para contagem padrdo, sendo as placas incubadas em estufa
BOD por 10 dias (DOWNES; ITO, 2001), além de avaliados a cada 30 dias durante 180 dias de

estocagem. As colonias foram quantificadas e os resultados expressos em UFC/g (figura 3).



Figura 3 - Determinagdo de microrganismos psicrotréficos pelo método de plaqueamento.
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Fonte: autor.

3.10 Analise estatistica

39

Os dados paramétricos foram expressos como média e desvio-padrdo (X + DP) e

comparados por andlise de variancia univariada (ANOVA) entre trés ou mais tratamentos e teste

de #-Student foi utilizado para comparacdo entre dois tratamentos, considerando o nivel de

significancia de 5%. Foi utilizado o software OriginPro 2018 para a analise dos dados e as

representacoes graficas.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Rendimento e composi¢ao quimica do PST da alga marinha vermelha G. birdiae

O rendimento obtido de PST da macroalga G. birdiae foi de 36,81+16,01% a partir da
matéria-prima desidratada e procedimento de liofilizagcdo. Na composi¢do quimica, obtiveram-se
os teores de 77,39% para agucares totais, 3,00% para sulfato livre e auséncia de proteinas
contaminantes (tabela 1).

Souza et al. (2012) obtiveram um rendimento de 27,2% de PST da alga marinha
vermelha G. birdiae utilizando extracdo aquosa refinada (25 °C, 15h; 90 °C, 45min; 1,5% m/v).
Ao estudar o efeito da sazonalidade no rendimento dos PSTs da G. birdiae, Pereira (2009) obteve
um rendimento médio de 56,5% para extracdo aquosa nao refinada (100 °C, 4h; 0,5% m/v). Na
literatura € descrito que o rendimento dos polissacarideos sulfatados de algas marinhas € varidvel
com o protocolo de obtencdo, espécie utilizada e estacio do ano (MARINHO-SORIANO;
BOURRET, 2003; SOUZA et al. 2012). A temperatura ¢ um dos fatores responsaveis pelo
rendimento de PST na extracdo (SOUZA et al. 2012), principalmente quando € utilizado o
método de extracdo aquosa. Vanderlei et al. (2011) avaliaram os teores de agucares totais
(68,2%) e sulfato livre (8,38%) do PST de G. birdiae obtidos pelo método de extracdo
enzimatica, utilizando a papaina (60°C; 6h). Pereira (2009) obteve uma média de 1,35% no teor
de sulfato e de 0,5% no conteido médio de proteinas para G. birdiae. Neste estudo, ndo houve
arrasto de proteinas como também verificado em outros trabalhos com algas marinhas vermelhas
com outros protocolos de obtencdo (COURA et al. 2012; RODRIGUES et al. 2010a; 2010b;
VANDERLEI et al. 2011).

Tabela 1- Rendimento e composicdo quimica (%) dos PSTs da alga marinha Gracilaria birdiae.

Extracao Rendimento! Acucares totais Sulfato livre Conteudo protéico?

PSTs (%) 36,81 + 16,01 77,39 3,00 -

IDados expressos com média + desvio padrdo. ? ndo foi detectada a presenca significativa de

proteinas.
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4.2 Eletroforese em gel de agarose

O ensaio de eletroforese em gel de agarose do PST da G. birdiae, revelou tnica banda
polidispersa co-migrando como heparina e dermatan sulfato, porém distinto que o condroitim
sulfato (figura 4), sendo o padrio violdceo observado uma indicacdo da presenca de
polissacarideos sulfatados (MELO, 2012).

Os resultados da eletroforese corroboram com os resultados encontrados por Aradjo
et al. (2011) e Rodrigues et al. (2011) que estudando outras espécies de algas vermelhas
observaram também polissacarideos com uma udnica banda polidispersa. Vanderlei et al. (2011)
em estudos de obtencdo de PS da alga marinha vermelha G. birdiae, obtidos por extragdo
enzimdtica, seguida de fracionamento por cromatografia de troca idnica (DEAE - celulose),
observaram a existéncia de uma unica banda polidispersa para as fracdes polissacaridicas obtidas,

confirmando as caracteristicas de banda polidispersa observada neste estudo.

Figura 4 - Eletroforese em gel de agarose (0,5%) do PST da Gracilaria birdiae.

CS — +
DS
HEP —
— }*Z,} Origem
'
Onde: /]\
CS — Condroitim sulfato; PST

DS — Dermatan sulfato;
HEP — Heparina;
PST — Polissacarideo sulfatado total.
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4.3 Atividade antioxidante dos polissacarideos sulfatados da Gracilaria birdiae

4.3.1 Ensaio de reducdo do radical livre DPPH

O potencial redutor do radical livre DPPH do PST da G. birdiae mostrou dependente
diretamente de concentracdo (0,125 — 4 mg/mL), exibindo como melhor reducio o valor de 66,93
+ 6,20% (4 mg/mL). Em todas as concentragdes testadas, observaram-se redugdes inferiores a
acdo do antioxidante hidroxitolueno butilado (BHT) (p<0,05), frente ao controle positivo, que foi
de 99% (5 mg/mL) (grafico 1).

A maxima metade do indice de concentracao (ICsg), que implica numa concentragao
que reduza 50% do agente oxidante, obtida neste estudo foi de 2,35 mg/mL de PST da G. birdiae.

Souza et al. (2011), ao trabalharem com extratos etandlicos e metandlicos (4h, 20°C;
6h, 40°C; 10% m/v) das algas vermelhas G. birdiae e G. cornea, obtiveram reducdes do radical
DPPH dependes de concentracdo, o que corrobora com os resultados encontrados neste estudo,
porém apresentando um melhor ICsy para os extratos obtidos, com os valores de ICsy de 0,77 e
0,76 mg/mL para os extratos etandlicos e de 0,86 e 0,76 mg/mL para os extratos metandlicos,
respectivamente. Em outro estudo, Souza ef al. (2012) encontraram para extracao aquosa refinada
resultados préximos ao deste estudo ao trabalharem com PST de G. birdiae, obtendo um ICsy de
1,62 mg/mL na redugdo do radical DPPH, além de exibir redu¢des do DPPH dependentes de

concentracgao.
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Grafico 1 — Redugdo do radical livie DPPH em diferentes concentragdes do PST obtido da

rodoficea G. birdiae.
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4.3.2 Ensaio de quelagdo do ion-ferroso

O efeito quelante de inibi¢do do fon ferroso do PST de G. birdiae resultou em valor
o0timo de concentracdo com maior atividade inibitéria do ion-ferroso de 52,13 + 0,81% (2
mg/mL), porém exibiu atividade quelante inferior a ac@o inibitoria do dcido etilenodiamino tetra-
acético (EDTA) (p<0,05), tomado como controle positivo, que foi de 100% (5 mg/mL) (grafico
2). Para o PST extraidos neste estudo o ICs foi de 3,44 mg/mL.

Alencar (2016) obteve uma inibi¢cdo de 69,8 % do ion-ferroso numa concentracao de
4 mg/mL dos polissacarideos da Gracilaria caudata, enquanto Sousa (2015) obteve na mesma
concentragdo uma habilidade quelante de 39% para o PST da alga vermelha Solieria filiformis,
ambos extraidos por extracdo enzimatica. Sousa (2015) obteve um ICs( 0,86 mg/ mL ao trabalhar
com polissacarideos da S. filiformis obtidos por extracdo enzimdtica. Em um estudo com

polissacarideos da alga vermelha Kappaphycus alvarezii, a partir de extratos metandicos, foi
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obtido um ICsp de 3,08 mg/mL com um indice de inibicdo do fon-ferroso de 67,0 £ 0,93% (5
mg/mL) (KUMAR, GANESAN; RAO, 2008).

Gréfico 2 — Ensaio de quelacio do fon ferroso em diferentes concentracdes de PST.
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A comparagdo dos dois métodos utilizados para avaliar a atividade antioxidante do

PST da alga vermelha G. birdiae, revelou uma maior capacidade reduzir o radical livre DPPH do

que a habilidade de quelar o ion-ferroso.

4.4 Analises quimicas, fisico-quimicas e microbiolégicas

4.4.1 Composigdo centesimal

A composi¢cdo quimica da CMS de tildpia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) quanto

aos parametros umidade, proteinas, lipidios e cinzas no inicio e termino de 180 dias sob

congelamento (-22°C) estd apresentada abaixo em resumo (tabela 2). A umidade apresentada
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pelos tratamentos ao longo do experimento decresceu em relacdo ao inicio do experimento
(p<0,05) com excecao do PST 0,01 g/100g (p>0,05). A umidade variou a partir do valor minimo
de 71,72% ao valor mdximo de 77,30%. A diminuicdo observada da umidade pode ser explicada
pela desidratacdao que ocorre durante o armazenamento prolongado (KIRSCHNIK et al, 2013). A
maior umidade no tratamento controle deve-se a natureza hidrofilica dos polissacarideos
(NELSON; COX, 2018). O percentual de proteinas ndo diferiu ao longo do tempo de estocagem
(p<0,05) com exce¢dao do tratamento controle (p>0,05). O valor proteico observado variou de
12,64% a 15,25%. A determinagdo do percentual lipidico, obtido para cada tratamento, exibiu um
aumento do conteddo lipidico, mas somente foi significativo para os PST 0,01 g/100g, PST 0,02
g/100g e PST 0,03 g/100g (p<0,05). O limite de variacdo lipidica foi de 10,66% a 14,02%. A
diferenca observada nos lipidios pode ser explicada pelo tipo de musculatura aproveitado no
processo de fabricagdo da CMS que dependendo de qual parte do muisculo foi utilizado, apresenta
diferentes percentuais de lipidios (CONTRERAS-GUZMAN, 1994). O contetido de cinzas obtidos
no término dos 180 dias foi maior do que no inicio do experimento (p<0,05), porém esse aumento
ndo foi significativo para o controle positivo (p>0,05). A varia¢do encontrada para cinzas é de
0,47% a 0,74%.

Oliveira et al (2008), ao trabalhem com filés de tildpia-do-Nilo, obtiveram para
Oreochromis niloticus armazenada sob refrigeracdo um média percentual de umidade préximo ao
valor médximo obtido, variando de 77,16% a 78,24%. Ja para proteinas, lipidios e cinzas,
obtiveram uma variacdo de 18,71% a 19,73%, de 1,33% a 3,19% e 0,17% a 0,20%,
respectivamente. Estes valores diferiram dos encontrados neste trabalho. Simdes et al (2007),
encontraram os valores 77,13%, 19,30%, 2,60%, e 1,09% para umidade, proteinas, lipideos e
cinzas, respectivamente, do filé de tildpia-do-Nilo. Para CMS de tildpia-do-Nilo ndo lavada, Sary
et al. (2009) encontraram os valores de 74,70%, 10,75%, 12,99% e 1,00% para umidade,
proteinas, lipideos e cinzas, respectivamente, obtendo resultados proximos ao relatados neste

estudo.



46

Tabela 2 - Composi¢cdo quimica centesimal inicial e final da CMS de tildpia-do-Nilo armazenada

sob congelamento durante 180 dias.

Composiciio quimica (g/100 g)

Tempo Controle BHT 0,01 g/100g PST 0,01 g/100g PST 0,02 g/100g  PST 0,03 g/100g
1 77,3040,85aA” 74,67+0,69aB 75,62+0,85aB 75,48+0,64aAB 75,28+0,38aB
om f 72,55+0,26bA 71,72+0,68bA 73,54+0,96aA 71,92+0,38bA 72,36+1,00bA
1 15,25+0,10aA 13,00+0,20aB 13,12+0,21aB 13,78+0,89aB 12,64+0,23aB
o f 13,33+0,77bA 13,87+0,70aA 13,38+1,37aA 14,02+0,15aA 13,44+0,53aA
i 12,41+0,36aA 12,69+0,19aA 10,66+0,12aB 11,50+0,34aC 11,07+0,28aBC
L f 12,63+0,57aA 13,1740,61aAC 13,61+0,40bAC 14,02+0,29bBC 12,93+0,21bAC
i 0,47+0,04aA 0,61+0,05aBC 0,58+0,05aAC 0,60+0,04aBC 0,57+0,02aAC
- f 0,73+0,03bA 0,74+0,08aA 0,72+0,00bA 0,70+0,03bA 0,69+0,02bA

Um. — Umidade. Pt. — Proteinas. Lp — Lipidios. Cz. — Cinzas. i — Inicial (0 dias). f — Final (180
dias).  Dados expressos com média * desvio padrio. ©® Letras mindsculas e maidsculas

diferentes na vertical e horizontal, respectivamente, indicam diferencas significativas nas médias,

P<0,05.

4.4.2 Potencial hidrogenionico (pH)

O pH das amostras flutuou entre os valores 7,41 a 7,65, uma diferenca de 0,24 na
escala logaritmica (gréfico 3). O pH teve um sutil aumento no primeiro més (30 dias), mas depois
estabilizou-se ao longo do experimento. O pH ndo diferiu entre o inicio e o término do
experimento (p<0,05) com exce¢dao do PST 0,01 g/100g (p>0,05). O pH ndo diferiu entre os
tratamentos no segundo més (30 dias) e nos dois ultimos meses analisados (p>0,05). O pH do
pescado fresco estd proximo da neutralidade, a verificagdo de aumentos no pH indica uma série
de reacdes de degradacdo proteica, como aumento das aminas biogénicas (KIRSCHNIKE;
MACEDO-VIEGAS, 2009).

Soares e Gongalves (2012b) encontraram uma variacdo de pH de 5,9 a 7,11 para filés
de tildpia-do-Nilo armazenadas em gelo durante 15 dias. Demirbas et al. ao trabalharem com a

CMS da tildpia perca-do-Nilo obtiveram uma variacio de pH em torno de 6,20 a 7,40
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aproximadamente, num periodo de 15 dias armazenada em gelo, o que se aproxima do valor

minimo encontrado neste estudo.

Gréfico 3 — Evolucdo do pH da CMS de tildpia-do-Nilo durante 180 dias de estocagem sob

congelamento.
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4.4.3 Nitrogénio das bases voldteis totais (N-BVT)

Os ensaios de quantificacdo das bases voldteis totais apresentaram uma tendéncia
crescente do teor de N durante o armazenamento a -22°C, evoluindo conforme o pescado
deteriorava-se. No término do experimento (180 dias) a quantificacdo de N-BVT ndo diferiu
estatisticamente (p<0,05) entre os tratamentos aplicados. A quantificacio de N-BVT variou de
1,29 a 5,26 mg de N/100g de amostra de tilapia-do-Nilo. Os resultados apresentados estdo de
acordo com a legislagdo (Brasil, 2017) que estabelece o limite de 30 mg de N/100g de amostra
em pescados (grafico 4).

Gutérrez-Guzman et al. (2015) obtiveram um valor minimo e maximo de 2,8 e 3,1
mg de N/100g, respectivamente, para tildpia-do-Nilo armazenada sob refrigeracdo (4°C) durante

7 dias. Kirschnik ez al. (2009) obtiveram resultados proximos com o resultado obtido nesse
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estudo, obtendo uma variacdo de N-BVT de 4,81 a 6,07 mg de N/100g de amostra durante 180

dias de armazenamento da CMS de tildpia-do-Nilo in natura sob congelamento.

Grafico 4 — Evolucdo do N-BVT da CMS de tildpia-do-Nilo durante 180 dias de estocagem sob

congelamento.
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4.4.4 Oxidagdo lipidica pela determinagdo das SRATB

O valor das SRATB é um indice de oxidacdo lipidica que mede o teor de
malonaldeido (VYNCKE, 1970). Os resultados da oxidacdo lipidica mostraram que todos os
tratamentos tiveram os valores de malonaldeido incrementados no fim dos 180 dias de
armazenamento. Os dados mostraram que o maior valor alcancado foi no tratamento controle
com 1,14 += 0,01 mg de malonaldeido/kg de CMS, porém ndo diferiu estatisticamente dos
tratamentos BHT (1,12 + 0,03) e PST 0,03g/100g (1,11 + 0,01) (p<0,05). O tratamento com PST
0,01 g/100g foi estatisticamente menos afetada pela oxidacdo no fim dos 180 dias com 0,66 +
0,02 mg de malonaldeido/Kg de CMS (p<0,05), obtendo um resultado melhor do que o
antioxidante BHT no armazenamento sob congelamento. Segundo Connell (1990), o limite entre

1 a 2 mg de malonaldeido/kg de amostra seria o limite aceitdvel para consumo de peixes. Neste
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estudo nenhuma amostra ultrapassou esse limite, o que € um indicativo da qualidade da carne
trabalhada (gréfico 5).

Biscalchin-Gryschek et al (2003) ao trabalhar com a CMS da tildpia-do-Nilo
(Oreochromis niloticus) e da tilapia-vermelha (Oreochromis sp.), obteve o valor 2,75 mg de
malonaldeido/kg para CMS da tildpia-vermelha e menos que 1,5 mg de malonaldeido/kg para
tilipia-do-Nilo, ambas ndo lavadas e estocadas a -16 °C durante 180 dias. Kirschnike e Macedo-
Viegas (2009) ao trabalharem com CMS de tildpia-do-Nilo, armazenadas durante 180 dias a -
18°C, obtiveram valores menores do que os observados neste estudo, sendo o mdximo obtido no
final do tempo de estocagem de 0,49 mg de malonaldeido/kg para CMS ndo lavada com aditivos
(eritorbato de sodio a 0,1% e tripolifosfato de sddio a 0,5%). Essas diferengas podem ser
explicadas pela velocidade das reacdes de oxidacdo em detrimento da temperatura de
armazenamento, do teor de gordura armazenado no musculo que quanto maior mais suscetivel
serd a oxidagdo, ou pela conversdao do malonaldeido em compostos secunddrios nao mensurdveis

nos experimentos (CONTRERAS-GUZMAN, 1994; EYMARD, 2005; OGAWA; MAIA, 1999).

Grafico 5 — Evolucio do teor de malonaldeido da CMS de tildpia-do-Nilo durante 180 dias de

estocagem sob congelamento.
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4.4.5 Coliformes termotolerantes, estafilococos coagulase positiva e Salmonella sp.

De acordo com os laudos recebidos da empresa contratada para avaliar a
conformidade das amostras com o que consta na legislac@o brasileira sobre limites da presenca de
bactérias em alimentos, anexos A, B, C e D, nenhuma das amostras enviadas ultrapassou o limite
para os teste de contagem para coliformes termotolerantes, estafilococos coagulase positiva e
Salmonella sp. (tabela 3), o que demonstra a obedi€ncia do trindmio higiene, tempo e temperatura
ao se manipular corretamente a CMS adquirida para formulacdo dos tratamentos, como também
um reflexo das boas praticas de higiene praticada pelo entreposto de pescado onde se obteve a
CMS. A RDC N° 12 (BRASIL, 2001) determina o limite maximo de 10° UFC/g para Coliformes

a 45°C e também para estafilococos coagulase positiva; e auséncia total de Salmonella sp/25g.

Tabela 3 - Contagem inicial de bactérias controladas por legislacdo em CMS de tildpia-do-Nilo

tratadas com os PST da G. birdiae.

Estafilococos
Coliformes a 45°C Salmonella sp.
Tratamentos coagulase positiva
(UFC/g) (UFC/25 g)
(UFCl/g)
Controle <10'® <10’ Auséncia
BHT <10 <10 Auséncia
PST 0,01/100g <10’ <10’ Auséncia
PST 0,02/100g <10’ <10’ Auséncia
PST 0,03/100g <10’ <10’ Auséncia
Referéncia ? <10° <10’ Auséncia

M Contagem “< 10", significa “auséncia” de crescimento no pardmetro analisado. ” RDC N°

12; in: pescados e produtos de pesca, item “e” (BRASIL, 2001).
4.4.6 Contagem padrdo em placas para bactérias psicrotroficas
Devido a falta de regra quanto ao limite de aceitabilidade na contagem para bactérias

psicrotréficas em territério nacional, foi utilizado como referéncia a “The International

Commissionon Microbiological Specifications for Foods” (1978), que estabelece o limite
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médximo de 10" UFC/g como limite de qualidade para andlises de contagem padrio em placas de
microrganismos aerébicos em peixes frescos, congelados, e defumados a frio.

Neste estudo, nenhuma amostra chegou a atingira esse patamar, estando
compreendido entre 8*10* a 60*10° UFC/g, o que dd um indicio juntamente com as outras
andlises que a CMS ao longo dos 180 dias de estocagem (-22°C), encontrava-se apta para o
consumo (tabela 4). A contagem de bactérias psicrotréficas nos tratamentos ndo diferiu
significativamente entre o tempo inicial de estocagem (0 dias) e o término do estudo (180 dias)
(p>0,05), com excecdo do tratamento controle que teve um crescimento significativo de bactérias
nesse periodo (p<0,05). No ultimo periodo estudado, foi verificado que entre os tratamentos o
maior crescimento alcancado foi no tratamento controle (p>0,05) (tabela 4), sendo que os demais
tratamentos nao apresentaram diferengas significativas (p<0,05). Esses resultados podem estar
ligados a uma possivel atividade antimicrobiana do PST de G. birdiae, como também ja foi
verificado com o antioxidante BHT (TURCOTTE; SAHEB, 1978).

Kirschnik e Macedo-Viegas (2009) obtiveram como resultado para CMS fresca de
tilipia-do-Nilo sem lavagem e com/sem adi¢do de aditivos, contagens baixas para psicrotréficas
variando de 10* a 10’ UFC/g ao longo de 180 dias submetida ao congelamento a -18°C. Esse
resultado reflete a qualidade da CMS fabricada pelos autores que ao contrario desse estudo, nao
acompanhou o controle sanitario da elaboracdo da CMS adquirida. Mello et al. (2012), a partir de
CMS de tildpia-do-Nilo adquirida em entreposto de pesca no estado do Rio de Janeiro, apds 30
dias de armazenamento a -18°C, ultrapassou o limite internacional de 10’ UFC/g (ICMSF, 1978),
0 que comprova a importancia da observancia das boas praticas de fabricacdo para obtencio de

um produto de excelente qualidade.
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Tabela 4 — Crescimento microbioldgico de bactérias heterotréficas psicrotréficas em CMS de

tildpia-do-Nilo durante 180 dias sob congelamento.

Contagem de bactérias psicrotréficas (10°)"

Tempo de Estocagem

(dias) Controle | BHT 0,01 g/100g | PST 0,01 g/100g | PST 0,02 g/100g | PST 0,03 g/100g

0 22+2aAB? 1743aA 26+3aAB 26+1abAB 30+0abB

30 16+4aA 12+0aA 12+1abA 16+2aA 1740aA

60 23+1aA 50+9bA 36+13abA 43+12bcA 49+14bA

90 20+1aA 22+2aA 8+2aB 25+1abAC 31+3abC
120 55+1bA 13+3aB 42+15bAC 60+2cA 26+2aBC
150 22+2aA 23+0aA 8+2aB 26+4abAC 34+1abC
180 56+13bA 19+2aB 21+4aB 30+6abB 26+1aB

' Dados expressos com média + desvio padrao. ® Letras mindsculas e maidsculas diferentes na

vertical e horizontal, respectivamente, indicam diferengas significativas nas médias, P<0,05.

Diante dos resultados alcangados com o PST de G. birdiae como antioxidante natural,

este estudo traz como pespectiva a elaboracdo de produtos a base de CMS de tildpia-do-Nilo,

como fish burguer, tirinhas empanadas, nuggets, apressuntados, embutidos etc. com o polissacarideo

da alga, como forma alternativa de prolongar a vida de prateleira destes produtos.
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5 CONCLUSOES

Baseando-se nos resultados do presente estudo podemos apresentar as seguintes

conclusoes:

- O PST da G. birdiae mostra efeitos antioxidantes na reducdo do radical livre DPPH
e agente quelante do ion-ferroso.

- O polissacarideo sulfatado total (PST) da alga marinha vermelha Gracilaria birdiae,
extraido por extracdo aquosa refinada, sugere uma fonte considerado antioxidante, quando
aplicado na carne mecanicamente separada (CMS) de tildpia-do-Nilo (Oreochromis niloticus).

- O PST da G. birdiae nao influencia nas bases volateis totais ao longo do
armazenamento de CMS congelada, mas reduz significativamente o aumento da concentragao do
malonaldeido.

- A CMS tratada com o PST da G. birdiae teve menor crescimento de bactérias
psicrotréficas que o tratamento controle. Neste trabalho, ndo houve crescimento de bactérias

controladas pela legislacdo na CMS de tildpia-do-Nilo.
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ANEXOS

ANEXO A- Contagem inicial de coliformes termotolerantes a 45°C, coliformes coagulase

positiva e Salmonella sp. para o tratamento controle.

» - & -
_;'\ LABOR SAUDE - SERVICOS DE ANALISES E COMERCIO LTDA
i % CNPJ: 11.048.968/0001-04
LABORS AUDE e Rua Antonio Pompeu, 115 | Fortaleza - CE | CEP: 60.040-005 | Centro/José Bonificio
: § S Alimentcs +55 85 3472.1326 | +55 85 3472.1921 | +55 85 3099. 9455
Andlises Ambientais e www.laborsaude.com | facebook.com/laborsaude | contato@laborsaude.com

Laudo N2: 11553.2017.B- V.0

01. Dados Contratagao:

Solicitante:

Razdo Social: lanna Wivianne Fernandes de Araujo
E Rua Campus do Pici, Laboratdrio de Bioquimica Marinha,SN Bloco 872 - Pici - Fortaleza/CE CEP:
nderecgo:
60440900
Proposta Comercial: 4036.2017.V
Contato: lanna Wivianne F. de Araudjo email: iwfaraujo@gmail.com Fone: (85) 3366-9730

2. Dados da Amostragem:

Descri¢do da Amostra: carne mecanicamente separada de tilapia
. Rua Campus do Pici, Laboratério de Bioquimica Marinha,SN, Bloco 872 - Pici - Fortaleza/CE
Endereco Coleta: CEP: 60440900
Data de Coleta: 04/09/2017 Data Recebimento: 04/09/2017 13:55:45

Informacées Adicionais: RESPONSAVEI::IANNA WIVIANE F. DE ARAUJO; TEMPO:0 DIAS; D.INiCI0:02.09.17;
< * APRESENTACAO:EMBALAGEM PLASTICA; JEFFERSON T-0 (CONTROLE)

Matriz e Origem Amostra: Alimento-Alimento Data Conferéncia: 16/09/2017 10:16:47
Data Inicio Amostra: 04/09/2017 15:56:04 Data Conclusdo Amostra: 16/09/2017 09:28:56
Caracteristica da Amostra: Simples
Resultados
A Resolugao Inicio .
Parametros Resultados Un RDC ne 12 Ensaio L.Q. Metodologia
COLIFORMES A 45°C <10x10 UFC/g 102 04/09/2017 - CMMEF
ESTAFILOCOCOS COAGULASE POSITIVA' <1,0x10 UFC/g 103 04/09/2017 - CMMEF
SALMONELLA SP Auséncia  UFC/25g Auséncia 04/09/2017 - CMMEF

Opinides e Interpretagdes: Produto de acordo com os padrdes legais vigentes.

Legislacao: Valores de referéncia estabelecidos conforme Resolugdo RDC N°12, de 2 de janeiro de 2001/ANVISA.
Referéncia(s) Normativa(s): Compendium of Methods for the Microbiological Examination of Foods 4 Ed,

Legenda:

UFC/g - Unidade Formadora de Col6nia por Grama, UFC/25g - Unidade Formadora de Col6nia por 25 gramas,

L.Q. - Limite de Quantificagdo, VMP - Valor Maximo Permitido, N.A. - Ndo Aplicavel

Relatério de Ensaios tipo B

3. Informagoes Importantes
< 1,0 x 10 UFC/g ou mL equivale na metodologia utilizada "Auséncia" de crescimento do parametro analisado.

O presente resultado restringe-se a amostra analisada.

Cédigo de Verificagao: 00050576822244340201700000
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Software Ultra Lims - Amostra: 11553.2017- Versdo: Data Emissdo:16/09/2017 - Pagina:1/1
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ANEXO B — Contagem inicial de coliformes termotolerantes a 45°C, coliformes coagulase

positiva e Salmonella sp. para o tratamento controle positivo (BHT).

» A 2 =
. »\ LABOR SAUDE - SERVICOS DE ANALISES E COMERCIO LTDA
i - CNPJ: 11.048.968/0001-04
LABORS AUDE s Rua Antonio Pompeu, 115 | Fortaleza - CE | CEP: 60.040-005 | Centro/José Bonificio
- " - Alimentos +55 85 3472.1326 | +55 85 3472.1921 | +55 85 3099. 9455
Anglises-Ambientals |sume www.laborsaude.com | facebook.com/laborsaude | contato@laborsaude.com

Laudo N¢: 11555.2017.B- V.0

01. Dados Contratagao:

Solicitante:
Razao Social: lanna Wivianne Fernandes de Araujo
. Rua Campus do Pici, Laboratério de Bioquimica Marinha,SN Bloco 872 - Pici - Fortaleza/CE CEP:
Endereco:
60440900
Proposta Comercial: 4036.2017.V
Contato: lanna Wivianne F. de Araljo email: iwfaraujo@gmail.com Fone: (85) 3366-9730

2. Dados da Amostragem:

Descricao da Amostra: carne mecanicamente separada de tildpia
. Rua Campus do Pici, Laboratério de Bioquimica Marinha,SN, Bloco 872 - Pici - Fortaleza/CE
Endereco Coleta: CEP: 60440900
Data de Coleta: 04/09/2017 Data Recebimento: 04/09/2017 14:00:21

Informacées Adicionais: RESPONSAVEL:IANNA WIVIANE F. DE ARAUJO; TEMPO:O DIAS; D.INiCI0:02.09.17;
< * APRESENTACAO:EMBALAGEM PLASTICA; JEFFERSON T-0 (CONTROLE BHT - 0,019/100g)

Matriz e Origem Amostra: Alimento-Alimento Data Conferéncia: 16/09/2017 10:18:06
Data Inicio Amostra: 04/09/2017 15:56:04 Data Conclusdo Amostra: 16/09/2017 09:28:56
Caracteristica da Amostra: Simples
Resultados

A Resolugao Inicio .

Parametros Resultados Un RDC ne 12 Ensaio L.Q. Metodologia
COLIFORMES A 45°C <1,0x10 UFC/g 103 04/09/2017 - CMMEF
ESTAFILOCOCOS COAGULASE POSITIVA < 1,0x10 UFC/g 102 04/09/2017 - CMMEF
SALMONELLA SP Auséncia UFC/25¢g Auséncia 04/09/2017 - CMMEF

Opinides e Interpretacdes: Produto de acordo com os padrdes legais vigentes.
Legislagao: Valores de referéncia estabelecidos conforme Resolugdo RDC N°12, de 2 de janeiro de 2001/ANVISA.
Referéncia(s) Normativa(s): Compendium of Methods for the Microbiological Examination of Foods 4 Ed,

Legenda:

UFC/g - Unidade Formadora de Coldnia por Grama, UFC/25g - Unidade Formadora de Coldnia por 25 gramas,
L.Q. - Limite de Quantificagdo, VMP - Valor Maximo Permitido, N.A. - Ndo Aplicavel

Relatério de Ensaios tipo B

3. Informacdes Importantes
< 1,0 x 10 UFC/g ou mL equivale na metodologia utilizada "Auséncia" de crescimento do parametro analisado.

O presente resultado restringe-se a amostra analisada.
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ANEXO C — Contagem inicial de coliformes termotolerantes a 45°C, coliformes coagulase

positiva e Salmonella sp. para o tratamento PST 0,01g /100g.
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LABORS AUDE o Rua Antonio Pompeu, 115 | Fortaleza - CE | CEP: 60.040-005 | Centro /José Bonificio
- : " | Aimentos +55 85 3472. 1326 | +55 85 3472.1921 | +55 85 3099. 9455

ADEIFSOEA M DHSINTE S [ o www.laborsaude.com | facebook.com/laborsaude | contato@laborsaude.com

Laudo N2: 11554.2017.B- V.0

01. Dados Contratacao:

Solicitante:

Razdo Social: lanna Wivianne Fernandes de Araujo
Endereco: Rua Campus do Pici, Laboratdrio de Bioquimica Marinha,SN Bloco 872 - Pici - Fortaleza/CE CEP:
60440900
Proposta Comercial: 4036.2017.V
Contato: lanna Wivianne F. de Araujo email: iwfaraujo@gmail.com Fone: (85) 3366-9730

2. Dados da Amostragem:

Descricdo da Amostra: carne mecanicamente separada de tilapia

Rua Campus do Pici, Laboratério de Bioquimica Marinha,SN, Bloco 872 - Pici - Fortaleza/CE
Endereco Coleta: CEP: 60440900

Data de Coleta: 04/09/2017 Data Recebimento: 04/09/2017 13:58:24

i . RESPONSAVEL:IANNA WIVIANE F. DE ARAUJO; TEMPO:O DIAS; D.INICI0:02.09.17;
Informacdes Adicionais: oo eoENTACAQ:EMBALAGEM PLASTICA; JEFFERSON T-0 (GRACILARIA BRINDIAE - 0,019/100)

Matriz e Origem Amostra: Alimento-Alimento Data Conferéncia: 16/09/2017 10:17:34
Data Inicio Amostra: 04/09/2017 15:56:04 Data Conclusdao Amostra: 16/09/2017 09:28:56
Caracteristica da Amostra: Simples
Resultados

A Resolucao Inicio .

Parametros Resultados Un RDC ne 12 Ensaio L.Q Metodologia
COLIFORMES A 45°C <1,0x10 UFC/g 103 04/09/2017 - CMMEF
ESTAFILOCOCOS COAGULASE POSITIVA <1,0x10 UFC/g 102 04/09/2017 - CMMEF
SALMONELLA SP Auséncia UFC/25¢ Auséncia 04/09/2017 - CMMEF

Opinides e Interpretacoes: Produto de acordo com os padrdes legais vigentes.

Legislacao: Valores de referéncia estabelecidos conforme Resolugdo RDC N°12, de 2 de janeiro de 2001/ANVISA.
Referéncia(s) Normativa(s): Compendium of Methods for the Microbiological Examination of Foods 4 Ed,

Legenda:

UFC/g - Unidade Formadora de Colénia por Grama, UFC/25g - Unidade Formadora de Colénia por 25 gramas,

L.Q. - Limite de Quantificagdo, VMP - Valor Maximo Permitido, N.A. - N&o Aplicavel

Relatdrio de Ensaios tipo B

3. Informagdes Importantes
< 1,0 x 10 UFC/g ou mL equivale na metodologia utilizada "Auséncia" de crescimento do parametro analisado.

O presente resultado restringe-se a amostra analisada.
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ANEXO D — Contagem inicial de coliformes termotolerantes a 45°C, coliformes coagulase

positiva e Salmonella sp. para o tratamento PST 0,02g /100g.

»

,;'\ LABOR SAUDE - SERVICOS DE ANALISES E COMERCIO LTDA
i CNPJ: 11.048.968/0001-04

o
LABORS AUDE s Rua Anténio Pompeu, 115 | Fortaleza - CE | CEP: 60.040-005 | Centro/José Bonificio
Alimenios

. A P +55 85 3472.1326 | +55 85 3472.1921 | +55 85 3099. 9455
Andlissa Ambiantals jeus www.laborsaude.com | facebook.com/laborsaude | contato@laborsaude.com

Laudo N¢: 11557.2017.B- V.0

01. Dados Contratagao:

Solicitante:

Razdao Social: lanna Wivianne Fernandes de Araujo

Rua Campus do Pici, Laboratério de Bioquimica Marinha,SN Bloco 872 - Pici - Fortaleza/CE CEP:
60440900

Proposta Comercial: 4036.2017.V
Contato: lanna Wivianne F. de Aradjo email: iwfaraujo@gmail.com Fone: (85) 3366-9730

Endereco:

2. Dados da Amostragem:

Descri¢do da Amostra: carne mecanicamente separada de tilapia

Rua Campus do Pici, Laboratério de Bioquimica Marinha,SN, Bloco 872 - Pici - Fortaleza/CE
CEP: 60440900

Data de Coleta: 04/09/2017 Data Recebimento: 04/09/2017 14:11:32

Informacées Adicionais: RESPONSAVEI__:IANNA WIVIANE F. DE ARAUJO; TEMPO:0 DIAS; D.INiCI0:02.09.17;
< " APRESENTACAO:EMBALAGEM PLASTICA; JEFFERSON T-0 (GRACILARIA BIRDIAE - 0,029/100g)

Endereco Coleta:

Matriz e Origem Amostra: Alimento-Alimento Data Conferéncia: 16/09/2017 10:19:10
Data Inicio Amostra: 04/09/2017 15:56:04 Data Conclusdo Amostra: 16/09/2017 09:28:56
Caracteristica da Amostra: Simples
Resultados

A Resolugao Inicio .

Parametros Resultados Un RDC ne 12 Ensaio L.Q. Metodologia
COLIFORMES A 45°C <1,0x10 UFC/g 102 04/09/2017 - CMMEF
ESTAFILOCOCOS COAGULASE POSITIVA < 1,0x10 UFC/g 102 04/09/2017 - CMMEF
SALMONELLA SP Auséncia UFC/25¢g Auséncia 04/09/2017 - CMMEF

Opinides e Interpretacdes: Produto de acordo com os padrdes legais vigentes.

Legislagao: Valores de referéncia estabelecidos conforme Resolugdo RDC N°12, de 2 de janeiro de 2001/ANVISA.
Referéncia(s) Normativa(s): Compendium of Methods for the Microbiological Examination of Foods 4 Ed,

Legenda:

UFC/g - Unidade Formadora de Coldnia por Grama, UFC/25g - Unidade Formadora de Coldnia por 25 gramas,

L.Q. - Limite de Quantificagdo, VMP - Valor Maximo Permitido, N.A. - Ndo Aplicavel

Relatério de Ensaios tipo B

|3. Informacdes Importantes
< 1,0 x 10 UFC/g ou mL equivale na metodologia utilizada "Auséncia" de crescimento do parametro analisado.

0 presente resultado restringe-se a amostra analisada.
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ANEXO D — Contagem inicial de coliformes termotolerantes a 45°C, coliformes coagulase

positiva e Salmonella sp. para o tratamento PST 0,03g /100g.

LABOR SAUDE - SERVICOS DE ANALISES E COMERCIO LTDA

A

LL' Py CNPJ: 11.048.968/0001-04

IABORSAUDE o Rua Antonio Pompeu, 115 | Fortaleza - CE | CEP: 60.040-005 | Centro/José Bonificio
2 § S Alimentcs +55 85 3472.1326 | +55 85 3472.1921 | +55 85 3099. 9455

AngiiseazAmbientals]s www.laborsaude.com | facebook.com/laborsaude | contato@laborsaude.com

Laudo N¢: 11556.2017.B- V.0

01. Dados Contratagao:

Solicitante:
Razdo Social: lanna Wivianne Fernandes de Arauljo
. Rua Campus do Pici, Laboratério de Bioguimica Marinha,SN Bloco 872 - Pici - Fortaleza/CE CEP:
Endereco: 41140900

Proposta Comercial: 4036.2017.V
Contato: lanna Wivianne F. de Aradjo email: iwfaraujo@gmail.com Fone: (85) 3366-9730

2. Dados da Amostragem:

Descricao da Amostra: carne mecanicamente separada de tildpia

Endereco Coleta: Rua Campus do Pici, Laboratério de Bioquimica Marinha,SN, Bloco 872 - Pici - Fortaleza/CE
< * CEP: 60440900

Data de Coleta: 04/09/2017 Data Recebimento: 04/09/2017 14:10:26

Informacées Adicionais: RESPONSAVEI::IANNA WIVIANE F. DE ARAUJO; TEMPO:0 DIAS; D.INiCI0:02.09.17;
< * APRESENTACAO:EMBALAGEM PLASTICA; JEFFERSON T-0 (GRACILARIA BIRDIAE - 0,03g/100g)

Data Conferéncia: 16/09/2017 10:18:35

Matriz e Origem Amostra: Alimento-Alimento

Data Inicio Amostra: 04/09/2017 15:56:04 Data Conclusdo Amostra: 16/09/2017 09:28:56
Caracteristica da Amostra: Simples
Resultados
A Resolucao Inicio .

Parametros Resultados Un RDC ne 12 Ensaio L.Q. Metodologia
COLIFORMES A 45°C <1,0x10 UFC/g 103 04/09/2017 - CMMEF
ESTAFILOCOCOS COAGULASE POSITIVA' <1,0x10 UFC/g 103 04/09/2017 - CMMEF
SALMONELLA SP Auséncia  UFC/25g Auséncia 04/09/2017 - CMMEF

Opinides e Interpretagdes: Produto de acordo com os padrdes legais vigentes.

Legislacao: Valores de referéncia estabelecidos conforme Resolugdo RDC N°12, de 2 de janeiro de 2001/ANVISA.
Referéncia(s) Normativa(s): Compendium of Methods for the Microbiological Examination of Foods 4 Ed,

Legenda:

UFC/g - Unidade Formadora de Colénia por Grama, UFC/25g - Unidade Formadora de Col6nia por 25 gramas,

L.Q. - Limite de Quantificagdo, VMP - Valor Maximo Permitido, N.A. - Ndo Aplicavel

Relatério de Ensaios tipo B

3. Informagoes Importantes
< 1,0 x 10 UFC/g ou mL equivale na metodologia utilizada "Auséncia" de crescimento do parametro analisado.

O presente resultado restringe-se a amostra analisada.
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