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RESUMO

O interesse no desenvolvimento de filmes ediveis e biodegradaveis vem aumentando nos
altimos anos. Principalmente devido a demanda por alimentos de alta qualidade e
preocupacGes ambientais sobre o descarte de materiais ndo renovaveis que sdo utilizados
como embalagem para alimentos. As macroalgas vermelhas sdo ricas em polissacarideos
sulfatados (PS), tais como o &gar que é comercialmente explorado em toda a industria
alimenticea. Vérias estudos ja apresentaram boas propriedades mecénicas e de barreira na
elaboracdo de filmes comestiveis a base de PS. O presente estudo teve por objetivos
caracterizar o PS extraido da alga marinha vermelha Gracilaria birdiae através das analises
de DSC, TGA, FTIR; elaborar filmes comestiveis a base deste PS e determinar suas
propriedades fisicas, mecanicas e também a sua molhabilidade; verificar a atividade
antimicrobiana da solucéo filmogénica e determinar a eficiéncia do filme de PS em camarao
(Litopenaeus vannamei) congelado, descascado e sem cabeca através de analises fisico-
quimicas e microbioldgicas, bem como avaliar as perdas de peso do camardo, do glaciamento
e do revestimento com PS durante 0 armazenamento. As analises térmicas de DSC e TGA
constataram que o PS do presente estudo € termoestavel e pode ser usado na formacdo de
biomateriais. A andlise de FTIR detectou a presenca de grupos funcionais caracteristicos de
agarocoloides. Os valores de PVA aumentaram com a concetracdo de glicerol a 0,1% e o0s
filmes apresentaram-se bastante sollveis em agua. Quanto as propriedades oticas, os filmes
apresentaram luminosidade, baixa opacidade e uma leve tendéncia a uma coloracdo verde
amarelada. Os valores de tensdo e deformacdo na ruptura praticamente ndo apresentaram
diferencas significativas (p<0,05), dentre as formulagdes avaliadas. De acordo com
coeficiente de espalhamento a solugédo escolhida foi a que continha 1,0% de PS e 0,0% de
glicerol. A concentracdo (1,0%) de PS testada ndo apresentou inibicdo do crescimento
bacteriano. O tratamento CRPS apresentou uma menor taxa de perda de revestimento de PS.
Os valores de pH, TBARS e BVT das amostras de camardo apresentaram diferencas
significativas (p<0,05) entre os tratamentos. As amostras revestidas com PS apresentaram as
menores contagens de bactérias psicrotréficas. O filme edivel elaborado no presente estudo
possui grande potencial como revestimento comestivel e pode ser utilizado para aumentar a
vida de prateleira de pescados resfriados, principalmente por ser inbcuo ao consumidor e

biodegradavel no meio ambiente.

Palavras-chave: Filmes comestiveis. Polissacarideos sulfatados. Camarao.



ABSTRACT

In recent years the interest in the development of edible and biodegradable films has been
growing. Mostly because of the demand for high-quality food, environmental concerns about
the disposal of non-renewable materials that are used as packaging for food and also as
opportunities to create new markets of raw materials for elaboration of coatings, like
carbohydrates, proteins, hydrocolloids, lipids, etc. The red macroalgae are rich in sulphated
polysaccharides (SP), such as agar that is commercially prospected throughout the food
industry and several researches have already been carried out, related to the elaboration of
edible films and showed good mechanical and barrier properties. The present study aimed to
characterize the SP extracted from the red algae Gracilaria birdiae through the DSC, TGA,
FTIR analysis; to elaborate edible films based on this SP and to evaluate its physical and
mechanical properties and scattering coefficient; to verify the antimicrobial activity of the
film-forming solution and to determine the efficiency of the SP film in frozen, peeled and
headless shrimp (Litopenaeus vannamei) through physico-chemical and microbiological
analysis, as well as to evaluate shrimp, glazing and SP coating weight losses. DSC and TGA
suggest that the SP of the present study is thermostable and can be used in the formation of
biomaterials. The FTIR analysis detected the presence of functional groups characteristic of
agarocoloids. WVP values increased with 0.1% glycerol concentration and the films were
quite soluble in water. The films were luminous, slightly opaque and with a slight tendency to
a yellowish-green coloration. The tension and deformation values during the rupture didn’t
present significant differences (p<0,05). According to the scattering coefficient, the solution
chosen was the one containing 1.0% SP and 0.0% glycerol. The concentration (1.0%) of SP
tested showed no inhibition of bacterial growth. The pH, TBARS and TVB values of the
shrimp samples presented significant differences (p<0,05) between treatments. SP-coated
samples showed the lowest counts of psychrotrophic bacteria. The edible films elaborated in
the present study have great potential as edible coatings and can be used to increase the shelf
life of cooled fish, mainly because it is harmless to the consumer and biodegradable in the

environment.

Keywords: Edible films. Sulphated polysaccharides. Shrimp.
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1 INTRODUCAO

O emprego de revestimentos comestiveis com a finalidade de prolongar a
conservacao de alimentos pereciveis tem sido amplamente relatado (DEBEUFORT et al.,
1998; HAN et al., 2005; TANADA-PALMU; GROSSO, 2005; RIBEIRO et al., 2007).

Segundo Vicente et al. (2010) revestimentos e filmes ediveis sdo termos usados
na area alimentar e, muitas vezes sem distincdo. Contudo, é importante fazer a distingdo
destes dois termos: o filme é uma pelicula formada pela secagem (casting) da solucdo do
biopolimero preparada separadamente do alimento, que é posteriormente aplicado; enquanto
que o revestimento pode ser uma suspensdo ou uma emulsdo aplicada diretamente na
superficie do alimento que ap6s secagem leva a formacdo de um filme. A funcdo a ser
desempenhada pelo filme e/ou revestimento depende do produto alimenticio e principalmente
do tipo de deterioracao a que este produto esta submetido (KESTER; FENNEMA, 1986).

Existe um grande interesse no desenvolvimento de filmes ediveis ou degradaveis
biologicamente, principalmente devido & demanda por alimentos de alta qualidade,
preocupacbes ambientais sobre o descarte de materiais ndo renovaveis (utilizados como
embalagem para alimentos) e oportunidades para criar novos mercados de matérias-primas
formadoras de revestimentos, tais como carboidratos, proteinas, lipidios, dentre outros
(PALMU, 2003; FAKHOURI et al., 2005). Assim sendo, a pesquisa e caracterizacdo dessas
novas embalagens vem aumentando nos ultimos anos devido principalmente as suas
propriedades biodegradaveis (FALGUERA et al., 2011) e por serem oriundas de recursos
naturais renovaveis (CAZON et al., 2017).

Os polissacarideos sdo comumente encontrados em fontes animais, fungos,
bactérias e plantas — incluindo as algas (RINAUDO, 2008; CUNHA, DE PAULA; FEITOSA,
2009). Nos ultimos anos, o0s recursos marinhos tém atraido a atencdo na busca de compostos
bioativos para o desenvolvimento de novos medicamentos e alimentos saudaveis. Em
particular, as algas marinhas sdo um recurso muito importante e comercialmente valioso para
as areas alimenticia, agricola e farmacéutica (SOUZA et al., 2012).

As macroalgas marinhas também sdo conhecidas por exibirem varias atividades
biolégicas e fisiologicas, incluindo acdo anticoagulante, antiviral, antitumoral,
antiinflamatéria e antioxidante (BECKER et al., 2007; LIMA, 2007; ARAUJO et al., 2008).
Essas propriedades sdo devidas principalmente a sintese de polissacarideos sulfatados (PS),
que sdo macromoléculas complexas e heterogéneas dotadas de radical sulfato que podem estar
presentes tanto em tecidos animais (BURSON et al., 1956; MATHEWS, 1975; MOURAO;
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PEREIRA, 1999; SOUZA et al., 2007) quanto em vegetais (algas e gramineas marinhas)
(PAINTER, 1983; AQUINO et al., 2005). Nas algas vermelhas (Rhodophyceae) esses PS
podem se apresentar na forma de galactanas (PERCIVAL; MCDOWELL, 1967).

Estes polimeros podem ser utilizados em produtos alimenticios como filmes e/ou
revestimentos comestiveis devido a sua biodegradabilidade e também por possuirem
propriedades conservantes, que apresentam grandes beneficios para o meio ambiente e para a
salide humana (SHIT; SHAH, 2014).

A crescente demanda do consumidor por alimentos com maior qualidade e
prolongado prazo de validade, tém intensificado a busca de novos métodos e tecnologias para
a melhor conservacao de alimentos. A aplicacdo de uma pelicula comestivel sobre o musculo
de pescados vem demonstrando um futuro bastante promissor na area alimenticia
(VASCONEZ et al., 2009; PEREDA et al., 2011).

O consumo mundial per capita de pescado e produtos derivados da pesca vem
crescendo gradualmente nas ultimas décadas (NOMURA, 2010). Isto se deve ao fato deste
alimento ser uma rica fonte de proteinas de alta qualidade, apresentando também vitaminas
essenciais e acidos graxos poli-insaturados (MOHAN et al., 2010).

Um pescado que vem tendo seu cultivo em ascensdo em escala mundial € o
camardo. No entanto, questdes sobre sua forma de estocagem tém sido levantadas. Este
crustaceo é naturalmente perecivel e sua qualidade depende de vérios fatores. O processo de
deterioracdo acontece mais rapido do que nos peixes devido ao elevado contetdo de
metabolitos de pequeno peso molecular, bem como aminoacidos livres, que ficam mais
disponiveis para a nutricdo bacteriana ap6s a morte (FATIMA; KHAN; QADRI; 1988;
MADRID, 1998).

Visando atender as necessidades de um mercado consumidor cada vez mais
exigente e especificamente preocupado com a qualidade e inocuidade dos produtos
alimenticios, surgem as embalagens ecologicamente corretas (ROONEY, 1995; LOPEZ-
RUBIO et al., 2004; SOUZA; DITCHFIELD; TADINI; 2010) o que traz vantagens em
relacio as embalagens convencionais que sdo produzidas com material polimérico
convencional derivado de petroleo (ARVANITOYANNIS; BILIADERIS, 1998; DAINELLI
et al., 2008; VEIGA-SANTOS; DITCHFIELD; TADINI, 2011).

Neste contexto, € importante conhecer cada vez mais as propriedades funcionais
dos filmes em relacdo ndo apenas ao alimento, mas também aos diversos fatores a que estaréo
expostos, o que indica a necessidade de novas pesquisas sobre aspectos basicos e aplicados

destes compostos.
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Considerando o interesse crescente pelo desenvolvimento de embalagens
ecologicamente corretas oriundas de recursos naturais, este trabalho teve como objetivo geral
elaborar filmes comestiveis a base de polissacarideo sulfatado (PS) extraido da alga vermelha
marinha Gracilaria birdiae e avaliar a sua eficiéncia na qualidade do camardo Litopenaeus
vannamei congelado, descascado e sem cabeca.

Para isso, 0s objetivos especificos foram os seguintes: extrair o PS e em seguida
determinar o seu rendimento; realizar a caracterizacdo quimica e térmica do PS e verificar a
sua bioatividade em termos de atividade antimicrobiana; caracterizar as propriedades fisicas e
mecanicas dos filmes e revestimentos comestiveis em diferentes concentragdes do polimero e
do plastificante; aplicar a solugdo filmogénica em exemplares de camardo Litopenaeus
vannamei congelados, descascados e sem cabeca; determinar a perda de peso, de glaciamento
e de revestimento e verificar a acdo do resvestimento de PS através de parametros de
qualidade tais como os fisico-quimicos e microbioldgicos, além de determinar a composicao
centesimal dos exemplares de camardo no inicio e no final do experimento em questdo e por

ultimo aplicar analises estatisticas nos dados encontrados.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Filmes e revestimentos comestiveis

Historicamente a embalagem representou uma importante ferramenta para o
desenvolvimento do comércio e para o crescimento das cidades. Proteger, conter e viabilizar o
transporte dos produtos eram as fungdes iniciais das embalagens. Com o desenvolvimento da
humanidade e de suas atividades econdmicas, a embalagem foi incorporando novas funcdes e
passou a conservar, expor, vender os produtos e por fim conquistar o consumidor por meio de
seu visual atraente e comunicativo (MESTRINER, 2002).

Semelhante as embalagens de alimentos, que ja nos anos 5000 a.C. existiam na
forma de cestas e bolsas confeccionadas com produtos de origem animal e vegetal, além de
primitivos recipientes de ceramica, os filmes comestiveis e revestimentos recentes ndo sao
sendo o aperfeicoamento de técnicas aplicadas desde longa data (SOROKA, 1995).

As coberturas denominadas “comestiveis” como sao conhecidas atualmente sio
mais recentes, e datam das décadas finais do seculo passado, quando os produtores tiveram
seu interesse por elas aumentado devido a expansao da oferta de produtos alimenticios,
principalmente os mais processados (ASSIS; LEONI, 2003).

Segundo Krochta, De Mulder-Johnston (1997) filme comestivel € definido como
uma fina camada de material comestivel, formado diretamente como revestimento, ou como
revestimento pré-formado e colocado sobre o alimento ou entre seus componentes. Maia;
Porte; Souza, (2000) afirmam que os filmes comestiveis sdo peliculas de variadas espessuras
constituidas por diferentes substancias naturais e/ou sintéticas que se polimerizam e isolam o
alimento, sem riscos a saude do consumidor, uma vez que ndo sdao metabolizados pelo
organismo e sua passagem pelo trato gastrointestinal se faz de maneira indcua.

As principais funcGes dos filmes e revestimentos comestiveis sdo: inibir a
migracdo de umidade, do oxigénio, do di6xido de carbono, de aromas, dos lipidios e outros
solutos; carrear aditivos alimentares e agentes antimicrobianos; melhorar a integridade
mecanica e as caracteristicas de manuseio de alimentos (KESTER; FENNEMA, 1986;
KROCHTA; DE MULDER-JOHNSTON,1997; NELSON; FENNEMA, 1991).

As embalagens de alimentos podem ser produzidas de diversas fontes. Dentre elas
se destacam as embalagens plasticas que podem ser de origem natural ou sintética.

Tradicionalmente grande parte das embalagens plasticas é sintética e a sua maioria é
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produzida de polimeros derivados do petréleo, principalmente devido algumas vantagens em
relagdo aos outros materiais tradicionais (KOLYBABA et al., 2008).

Os materiais poliméricos sdo solidos, ndo-metélicos de alto peso molecular e
apresentam diferentes caracteristicas dependendo de sua composicdo (CALLISTER, 2000).
H& uma grande variedade desses materiais, tanto renovaveis quanto de origem ndo renovavel
e sdo empregados como fonte de matéria-prima para materiais poliméricos modernos.
Plasticos que sdo formados a partir de matérias-primas ndo-renovaveis sdo geralmente de
origem fossil, tém formato de um compdsito em que uma matriz polimérica apresenta uma
fase dominante com uma base praticamente impenetravel, em torno de materiais de
enchimento como fibras de vidro ou de carbono (WILLIAMS et al., 2000).

Cerca de 30 % dos plasticos de fontes ndo-renovaveis, como o petrdleo, sdo
utilizados como embalagens (SIRACUSA et al., 2008), sendo os mais utilizados o polietileno
tereftalato (PET), policloreto de vinila (PVC), polietileno (PE), polipropileno (PP),
poliestireno (AG) e poliamida (PA). Isto, porque tais materiais apresentam caracteristicas
uteis como maleabilidade, leveza, transparéncia, facilidade de impressdo, boa selagem
térmica, resisténcia a tracdo e barreira ao oxigénio (ALVES et al., 2006; SIRACUSA et al.,
2008; SOUZA; DITCHFIELD; TADINI, 2010).

Porém é bem sabido que as embalagens sintéticas tém originado sérios problemas
ecoldgicos devido ao fato de ndo serem biodegradaveis. Neste contexto, acredita-se que 0s
biopolimeros constituem uma fonte alternativa para o desenvolvimento de embalagens devido
a sua biodegradabilidade (PINHEIRO et al., 2010).

A biodegradacdo é um processo natural e complexo onde compostos organicos,
pelo intermédio de mecanismos bioquimicos, sdo convertidos em compostos mineralizados
simples e, entdo, redistribuidos no meio ambiente, através do ciclo elementar, tais como os de
carbono, nitrogénio e enxofre (SALAME, 1986).

Em sintese, a biodegradacdo de um polimero é um processo intrinseco pelo qual
microrganismos e suas enzimas consomem este polimero como fonte de nutrientes, em
condi¢cBes normais de umidade, temperatura e pressdo. Os polimeros melhor adaptados a
biodegradacdo completa sdo os naturais, aqueles hidrolisaveis a CO, e H,0, ou a CH, e 0s
polimeros sintéticos, que possuam estruturas proximas aos naturais (LIMA, 2004; BARDI,
ROSA, 2007).
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2.2 Propriedades fisicas dos filmes comestiveis

2.2.1 Permeabilidade ao vapor de agua

A permeabilidade dos filmes consiste na medida obtida através da passagem de
um permeante de um lado do filme para o outro quando ambos sdo expostos as concentracdes
distintas de permeante em um determinado tempo, a qual é mensurada pela diferenca de peso
e estabelece a temperatura, umidade relativa, espessura e diferenca de presséo parcial. Em
filmes comestiveis, a permeabilidade de gases e vapores geralmente ocorre devido a
mecanismos de difusdo capilar e difusdo molecular, sendo o primeiro dominante em materiais
porosos ou com alguma imperfeicdo, e o segundo envolvendo a solubilidade do gas
permeante no filme, difusdo através do filme e dessorcao do outro lado do filme (FERREIRA,
2006).

O potencial dos revestimentos e filmes ediveis é essencialmente baseado numa
combinacdo de propriedades tais como: barreira ao vapor de &gua, oxigénio, dioxido de
carbono, sabores, aromas e cor que permitem que este tipo de aplicagdo aumente e melhore o
tempo de prateleira de alimentos. Muitas vezes essas propriedades dependem do polimero
usado, dos constituintes adicionados, das condi¢des de armazenamento, do tipo de aplicacéo,
etc (PINHEIRO et al., 2010).

A difusdo ativada, principal mecanismo para o fluxo de gases e vapor, mostra-se
dependente da estrutura do polimero para realizar o transporte do permeante, uma vez que
esta afeta diretamente a mobilidade dos segmentos das cadeias. Fatores que alteram a
estrutura do polimero influenciam suas propriedades de transporte de massa (JASSE,
SEUVRE; MATHLOUTHI, 1994).

Vaérias propriedades dos polimeros influenciam a sua permeabilidade, tais como:
permeabilidade a vapor de agua, oxigénio e didéxido de carbono. Para melhor entender as
propriedades de transporte, torna-se imprescindivel conhecer algumas caracteristicas dos
filmes, tais como: a estrutura do polimero, o grau de polaridade, o espaco intersticial entre as
moléculas do polimero (volume livre), a mobilidade das cadeias do polimero (cristalinidade) e
o alinhamento das ramificacbes do polimero na cadeia principal (orientacdo) (MILLER;
KROCHTA, 1997).
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2.2.2 Solubilidade em agua

A solubilidade dos filmes fornece informacgdes sobre a sua integridade em
sistemas aquosos e indica qual a sua resisténcia a agua. Para, além disso, poder fornecer uma
indicacdo sobre a biodegradabilidade do filme, que é uma caracteristica importante se este for
usado como embalagem (GNANASAMBADAM; HETTIARACHCHY; COLEMAN; 1997).

Quando o objetivo € proporcionar a preservacdo de alimentos com grande
quantidade de agua e com liberacdo de antimicrobianos, sdo necessarios filmes de baixa
solubilidade (OZDEMIR; FLORQOS; 2008). No entanto, em alguns casos, uma solubilidade
moderada é desejada, podendo ser vantajosa, por exemplo, ao cozinhar alimentos revestidos
(LAOHAKUNJIT; NOOMHORN; 2004).

2.2.3 Cor e Opacidade

A opacidade de um filme é um indicador da quantidade de luz que o atravessa.
Quanto maior o valor de opacidade, menor serd a quantidade de luz que atravessa o filme
podendo esta barreira ser importante para controlar a incidéncia de luz nos produtos
alimentares.

A cor pode ser considerada um importante parametro na caracterizacdo dos
filmes, pois estd relacionada com a matéria-prima utilizada na elaboracdo dos mesmos
(VICENTINI, 2003) e este parametro possui grande relevancia na aceitacdo do consumidor
pelo produto revestido (PINHEIRO et al., 2010). A cor de um filme pode ser avaliada tanto
por transmitancia quanto por absorbancia e vai depender do tipo de material utilizado na
formulacéo dos filmes (VEIGA-SANTOS et al., 2005).

A coloracdo e a opacidade dos filmes ndo devem ser alteradas ao longo do
armazenamento do material, uma vez que essa mudanca de aspecto pode prejudicar a
aceitacdo do produto (SAKANAKA, 2002).

Oliveira et al. (1996) afirmam que para uma boa apresentacdo visual do produto é
desejavel que as embalagens plasticas apresentem elevado brilho e alta transparéncia. Por
outro lado, muitas vezes a protecdo contra a incidéncia de luz se faz necessaria (transparéncia
baixa ou nula), como no acondicionamento de produtos sensiveis a reacGes de deterioracdo

catalisadas pela luz. Portanto, a cor deve ser determinada, mas ndo é fator limitante de uso.
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2.2.4 Propriedades mecanicas - resisténcia a tracao (TS) e elongacgdo a ruptura

Filmes e revestimentos ediveis com propriedades mecanicas satisfatorias e boa
aparéncia sdo potenciais alternativas aos filmes sintéticos usados. As propriedades mecénicas
traduzem o comportamento dos materiais quando sujeitos a uma tensédo ou deformacéo e tém
uma grande relevancia para muitas das aplicacdes dos filmes de biopolimeros. Alguns dos
testes aplicados nos filmes sintéticos comerciais sdo também usados para caracterizar 0s
filmes ediveis. E o caso da resisténcia a tracdo, da elongacdo, do modulo elastico e da
compressdo (PINHEIRO et al., 2010).

Nos ultimos anos tém surgido alguns estudos onde as propriedades mecanicas e
térmicas dos filmes ediveis sdo caracterizadas e relacionadas com a estrutura do polimero, a
concentracdo de plastificante, as condi¢Ges de armazenamento e a incorpora¢do de compostos
(MALLI et al., 2006).

Casariego et al. (2009) verificaram que 0 aumento da concentracdo de polimero
leva a um acréscimo dos valores de resisténcia a tracédo, levando a uma estrutura mais forte no
filme (este fendmeno também foi verificado para filmes de galactomananos, onde o aumento
da concentracdo, para 0 mesmo valor de glicerol, originou um aumento dos valores da
resisténcia a tracdo e uma diminuicdo da elongacdo) (CERQUEIRA et al., 2010).

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).

2.3 Matérias primas utilizadas na formulacdo de filmes e revestimentos comestiveis

biodegradaveis

O crescente interesse em melhorar a qualidade do meio ambiente, aliado ao
acumulo de lixo ndo biodegradavel, tem incentivado pesquisas em todo o mundo no sentido
de incrementar e desenvolver embalagens biodegradaveis provindas de fontes renovaveis, tais
como os polimeros de origem natural (GUO et al., 1998; PRAJAPATI et al., 2014).

As macromoléculas biolégicas mais estudadas para este fim sdo as proteinas e 0s
polissacarideos, polimeros capazes de formar matrizes continuas e, que através de diversas
técnicas de producdo, podem ser transformados em filmes e/ou revestimentos comestiveis
biodegradaveis (MALI; GROSSMANN, 2003).
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Os revestimentos a base de proteinas tém geralmente propriedades mecénicas e de
barreira superiores as dos formados por polissacarideos, gracas a estrutura das proteinas,
capaz de conferir maiores propriedades funcionais. Os revestimentos lipidicos sdo geralmente
usados por sua excelente barreira a umidade; entretanto, apresentam algumas desvantagens no
que se refere a estabilidade (susceptibilidade a oxidacdo) e caracteristicas sensoriais (sabor e
textura as vezes desagradaveis) (CUQ et al., 1995).

Os polissacarideos sdo polimeros de carboidratos que podem ser formados de um
tipo Unico de monossacarideos ou de diferentes tipos. Sdo solGveis em Aagua, onde
desempenham importante papel como espessante, gelificante, emulsificante e hidratante
(RINAUDO, 2008). Sdo comumente encontrados em fontes animais, fungos, bactérias e
plantas (incluindo as algas) (CUNHA; DE PAULA; FEITOSA, 2009).

Os polissacarideos de origem vegetal tém sido avaliados como uma alternativa
consideravelmente econémica e eficiente para a elaboracdo de filmes e/ou revestimentos
comestiveis (GUERRERO et al., 2016; ZHANG, MADBOULY; KESSLER; 2015). Essas
macromoléculas s&o hidrofilicas, formam revestimentos com eficiente barreira contra
compostos de baixa polaridade, tais como lipidios, entretanto, ndo constituem boa barreira a
umidade (KESTER; FENNEMA, 1986).

A escolha do material a ser utilizado na formulacdo dos filmes e revestimentos ¢
muito importante, pois desta dependeréo as interagcdes entre os componentes do material, que
poderdo interferir nas propriedades de barreira, mecénicas e sensoriais dos filmes
(BALDWIN; CARRIEDO, 1994).

2.4 Polissacarideos de algas marinhas

Algas marinhas vermelhas ou macroalgas (Rhodophyceae) séo filogeneticamente
a mais antiga divisdo de macrdéfitas marinhas. Elas contém galactanos sulfatados, tais como a
carragenana e agar como 0s principais materiais estruturais das paredes celulares e matrizes
intercelulares, que sdo comercialmente explorados em toda a inddstria alimentar (ALBA,;
KONTOGIORGOS, 2019).

As algas comumente pertencem a quatro grupos diferentes determinados com base
na cor, sendo elas: algas azuis, vermelhas, verdes e pardas (KILINC et al., 2013). Dentre as
classes citadas anteriormente, somente as algas vermelhas e pardas sdo comumente fontes de

polissacarideos (&gar, carragenanas e alginatos) com significante importancia comercial por
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apresentarem propriedades gelificantes, espessantes, estabilizantes dentre outras (RAVEN;
EVERT; EICHORN, 1996).

Inicialmente, a producdo de &gar era limitada apenas a varios locais onde as
espécies do género Gelidium crescem produzindo &gares com propriedades gelificantes
superiores. No entanto, a adocdo de um pré-tratamento alcalino de espécies de algas do
género Gracilaria resultou na expansdo da industria do &gar. Atualmente, os maiores
produtores de agar extraido de espécies de Gracilaria sdo: Chile, Indonésia, Argentina, costa
atlantica do Canadd, China, Vietnam e Namibia (ALBA; KONTOGIORGOS, 2019).

A extensa costa brasileira entre as zonas de marés, com cerca de 8.500 km de
extensdo, € dominada pelas algas, entre macro e microalgas, cada uma das quais sendo
consideradas fontes valiosas de diversos compostos bioativos, tais como polifendis,
carotenoides, pigmentos, enzimas e polissacarideos (GIULIETTI et al., 2005; PEREIRA et
al., 2014). Segundo Farias (2004), o Estado do Ceard possui uma grande variedade de
macroalgas marinhas com maior preponderancia das algas vermelhas, da divisdo Rhodophyta
(205 espécies), seguida das algas verdes, divisdo Chlorophyta (77 espécies) e das algas pardas
ou marrons, divisdo Phaeophyta (31 espécies), perfazendo um total de 313 espécies.

Gracilaria birdiae (Figura 1) é uma espécie de alga vermelha amplamente
encontrada no territdrio brasileiro, desde o Estado do Ceara até o Espirito Santo (PLASTINO;
OLIVEIRA, 2002) e o seu género se encontra distribuido em todas as regides tropicais do
mundo (MARINHO-SORIANO; MOREIRA; CARNEIRO, 2006).

Figura 1 - Alga marinha vermelha Gracilaria birdiae (Escala: 2 cm)

Fonte: OLIVEIRA (2006)

O cultivo dessa espécie tem sido estimulado especialmente na regido Nordeste do
Brasil, onde esta havendo a substituicdo gradual da exploracao indiscriminada e insustentavel

de bancos naturais por comunidades costeiras sustentaveis (MIRANDA et al., 2004;
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CARDOZO et al., 2007). A producédo de exemplares de algas do género Gracilaria tem como
principal objetivo a producéo de ficocoloides que s&o usados como modificadores de textura
em produtos alimenticios, particularmente em laticinios (URSI et al., 2013).

Essas algas marinhas sdo fontes de uma variedade de compostos nutritivos, como
carotendides, vitaminas, minerais, acidos graxos essenciais, proteinas e fibras alimentares
(LORDAN; ROSS; STANTON, 2011), o que explica, em parte, seu consumo continuo como
alimento, nfo somente na Asia, mas também em paises ocidentais (HOTCHKISS; TRIUS,
2010).

Entre estes compostos, a fracdo sollvel da fibra alimentar das algas vermelhas
contém carboidratos sulfatados, que foram descritos como compostos biologicamente ativos
(AHMADI et al.,, 2015). Estes sdo polissacarideos de alto peso molecular que séao
denominados de ficocoloides

Nos Polissacarideos Sulfatados (PS), alguns dos grupos hidroxila dos residuos dos
acUcares sdo substituidos por grupamentos sulfato (PEREZ-RECALDE et al., 2014). Os PS
sdo macromoléculas complexas e heterogéneas dotadas de radical sulfato presentes em tecidos
tanto de origem animal quanto de vegetal (BEZERRA NETO et al., 2008). As algas marinhas
sdo a fonte mais importante de PS de origem ndo animal (COSTA et al.,, 2010). Os
polissacarideos extraidos de algas marinhas sdo substancias naturalmente ativas e possuem
importantes aplicacdes.

Os ficocoloides agaranas (ou simplesmente &gar) e carragenana Sao
polissacarideos sulfatados bem conhecidos por terem vasta aplicacdo na industria alimenticia
(como agentes gelificantes e espessantes), farmacéutica e biotecnoldgica. A principal
diferenca entre as carragenanas altamente sulfatadas, dos menos sulfatados como os PS do
agar esta na esterioquimica de suas moléculas. A carragenana possui a D-galactose e anidro-
D-galactose e no agar tem-se a D-galactose, L-galactose ou anidro-L-galactose (CUNHA, DE
PAULA,; FEITOSA, 2009; FERREIRA, 2011; GOMEZ-ORDONEZ; RUPEREZ, 2011).

Em relacdo ao agar, ele € considerado um polissacarideo fibroso extraido de algas
marinhas vermelhas chamadas agarofitas (divisdo Rhodophyta), como Gelidium sp. e
Gracilaria sp., consistindo em uma mistura de agarose e agaropectina, sendo a agarose o
principal componente do &gar, representando aproximadamente 70% (m/m) do total de sua
composicao; é ligeiramente ramificado e sulfatado (RHIM; LEE; HONG; 2011). O 4gar € um
polimero natural da classe dos poligalactanos (SOUZA, 2008). A agarose é um polissacarideo
neutro com uma estrutura linear de unidades repetitivas do dissacarideo agarobiose (dimero

constituido de D-galactose e 3,6-anidro-L-galactose) (Figura 2) e a agaropectina € um


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0921448818309970#bib0035
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polissacarideo sulfatado, composto por agarose com grupos éster sulfatos, acido pirtvico e
acido D-glucurénico (ARVIZU-HIGUERA et al., 2007).

Figura 2 — Estrutura quimica da agarose

OH

Fonte: GARCIA,; VIDAL, 2000.

Em agua fria, o agar é insoluvel, porém se expande consideravelmente absorvendo
grande quantidade de dgua. Em agua quente, porém, a dissolucéo € rapida formando um gel
firme. Suas propriedades de baixa viscosidade (em solugdo), elevada transparéncia,
temperaturas de fusdo/gelificacdo bem definidas (SOUZA, 2008) fazem com que 0 agar
apresente larga aplicacdo na indastria alimenticia, farmacéutica, cosmética, biotecnologica,
téxtil e de papel, como agente gelificante, espessante e estabilizante (YOSHIMURA, 2006).

Semelhantes a outras matérias prima as quais se obtém polissacarideos, o0s
extraidos de algas marinhas sdo considerados uma fonte barata e bastante abundante
(HOLDT; KRAAN, 2011) e embora o interesse pelo potencial biotecnologico dos
polissacarideos de algas marinhas ainda seja recente, varias pesquisas ja foram realizadas na
elaboracdo de filmes comestiveis de PS (&gar e carragena) e estes apresentaram boas
propriedades mecanicas e de barreira (HUQ , et al., 2012; GADE; TULASI; BHAI; 2013).

Na aplicacdo em fimes comestiveis o &gar tende a apresentar algumas
caracteristicas interessantes como uma alta resisténcia mecanica e boa flexibiliade em filmes,
0 que torna interessante sua aplicacdo como materia prima na elaboracdo de embalagens para
alimentos (KESTER; FENNEMA, 1986; FREILE-PELEGRIN, et al., 2007; WU et al., 2009;
VEJDAN et al., 2016; MOHAJER et al., 2017).

Dentre as técnicas mais convencionais na preservacdo de pescados pode-se citar o
resfriamento para manter a qualidade e prolongar a vida de prateleira dos mesmos (WANG et
al., 2018). Entretanto tal técnica ndo minimiza de forma eficiente os processos de deterioracdo

(ARANCIBIA et al.,, 2015). Assim, os filmes e revestimentos comestiveis podem ser


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0268005X18316394#bib48
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utilizados como uma excelente alternativa para aumentar a vida de prateleira de pescados
(FARAJZADEH et al., 2016).

2.5 Camarao

O camardo marinho é um importante recurso pesqueiro encontrado em todos 0s
mares do mundo, desde regides de latitude subpolar até regides subtropicais, onde sua
incidéncia é maior. Nos tropicos sdo encontradas espécies de alto valor econdmico, com areas
de pesca de grande produtividade e producdo (LAVILLA-PITOGO; LEANO; PANER, 1998).
Uma das espécies de camardo de grande valor comercial, natural do Oceano Pacifico, e que
foi adaptada no Brasil é Litopenaeus vannamei (MARTINS, 2003) (Figura 3).

Figura 3 - Camardo Litopenaeus vannamei

Y/ A
4/
g/

Fonte: RIBEIRO, 2013.

O Camardo L. vannamei é uma espécie encontrada naturalmente desde a porcéao
leste do oceano Pacifico, na altura de Sonora, México, até a altura de Thumbes, norte do Peru.
O animal é uma espécie marinha, com preferéncia pelo sedimento, sendo encontrada desde a
regido de infra-litoral, até profundidades de 72 m, e seu tamanho pode chegar a 23 cm. E a
espécie comercial mais explorada no sul do México, Guatemala e El Salvador e a espécie
mais cultivada no Hemisfério Ocidental (YUAN et al., 2016).

L. vannamei é um crustaceo decdpodo, pertencente a familia Penaeidae (HUNER;
BROWN, 1985). Segundo Blaxter; Southward; Tyler (1999), os membros dessa familia
apresentam um ciclo de vida semelhante, com desenvolvimento de estagios: larvar (nauplio),
protozoes, misis, pés-larvar, juvenil e adulto. As diferencas estdo relacionadas com a
preferéncia das pds-larvas, juvenis e adultos por determinadas areas durante seu ciclo de

desenvolvimento.
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A espécie L. vannamei, apresenta uma capacidade extraordinaria de adaptar-se a
uma variedade de condicGes das areas costeiras tropicais e semitropicais dos continentes,
sendo a primeira que se adaptou, com producdo comercial, as dguas de baixa salinidade ou
oligohalinas, ndo somente no Nordeste do Brasil, mas em diversos paises do Sudoeste da
Asia, que é atualmente o centro mundial produtor de camar&o por exceléncia (ASSOCIACAO
BRASILEIRA DOS CRIADORES DE CAMARAO, 2015).

Devido sua importancia para a aquicultura e a excelente qualidade da carne
(destacando-se seu sabor caracteristico, firmeza e coloracdo), o L. vannamei tornou-se uma
espécie bem conhecida e aceita no mercado internacional. Em func¢do disso, o cultivo dessa
espécie vem despertando um interesse crescente nos investidores e produtores de grande parte
da América do Sul, Central e até da China (LIU et al., 2004).

No Brasil, o L. vananmei € uma espécie comercialmente cultivada e foi
introduzida no pais em 1983. Entretanto, somente a partir do inicio dos anos 90, quando
alguns laboratdrios de larvicultura privada viabilizaram pos-larvas dessa espécie € que as
validagdes tecnoldgicas realizadas pelas fazendas de camaréo, nos Estados do Rio Grande do
Norte, Ceara e Paraiba, demonstraram a supremacia de L. vannamei em relagcdo as espécies
nativas (ASSOCIACAO BRASILEIRA DOS CRIADORES DE CAMARAO, 2004).
Atualmente o Estado do Ceara, € o principal representante do pais, sendo responsavel por
quase metade da totalidade da producéo nacional de camardo (ANUARIO BRASILEIRO DA
PESCA E AQUICULTURA, 2014).

A necessidade de um conhecimento basico sobre a avaliacdo da qualidade desse
camardo cultivado, e seu armazenamento sob refrigeracdo apds a colheita, aumentou com a
ascensdo na aquicultura e a comercializacdo da espécie (LALITHA; SURENDRAN, 2006). O
camardo, por ser considerado um produto de elevado consumo e com significativa
importancia econdmica no Estado do Ceard, necessita de pesquisas gque monitorem a sua
qualidade e por ventura revelem possiveis fatores que ponham em risco a satde publica.

E imprescindivel, portanto, a utilizacdo de meios que levem a uma boa qualidade
final do produto, principalmente quando se relacionam pré-requisitos essenciais como higiene
e temperatura em toda a cadeia de processamento de pescado. Por isso, a realizacdo de
pesquisas que tenham como objetivo aumentar a vida de prateleira do pescado torna-se cada
vez mais relevante (VIEIRA, 2006).

Ja existem alguns estudos publicados sobre a possibilidade de se utilizar filmes
e/ou revestimentos comestiveis biodegradaveis para prolongar a vida util do camardo fresco
(ARANCIBIA et al.,, 2014; FARAJZADEH et al., 2016; KAKAEI; SHAHBAZI, 2016;
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SILVA, 2018). Essas pesquisas foram realizadas com outro biopolimero, o polissacarideo
quitosana e diante desse contexto torna-se de suma relevancia pesquisar a utilizacdo de
polissacarideos extraidos de algas marinhas para a aplicacdo de filmes e/ou revestimentos

comestiveis em pescados.
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3. MATERIAIS E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratério de Tecnologia do Pescado
(LATEPE), integrante do Departamento de Engenharia de Pesca, Centro de Ciéncias
Agrérias, Universidade Federal do Ceara (Campus do Pici, Fortaleza, Ceard) e com parceria

da Empresa Brasileira de Pesquisa e Agropecuéria (EMPRAPA).

3.1 Material bioldgico

3.1.1 Obtencéao dos exemplares da alga marinha vermelha Gracilaria birdiae.

A alga marinha foi coletada em uma estacao de cultivo em mar aberto na praia de
Fleixeiras, localizada no municipio de Trairi, Ceara. O nimero de cadastro desta alga no
Sisgen é AE7TBAB9. Os exemplares da G. birdiae foram acondicionados em sacos plasticos e
em seguida, conduzidos ao Laboratdrio de Tecnologia do Pescado (Latepe), pertencente ao
Departamento de Engenharia de Pesca da Universidade Federal do Ceard (UFC), localizado
no Campus do Pici, Fortaleza, Ceara.

Apos a chegada ao laboratoério, o material coletado foi lavado com agua destilada,
separado de organismos incrustantes e secado em papel filtro em temperatura ambiente.

Posteriormente foi estocado a - 20°C até a extracdo dos polissacarideos.

3.1.2 Obtencéao dos exemplares de camarao Litopenaeus vannamei

Foram adquiridos trés quilos de camardo descascado e sem cabecga, mantidos a
uma temperatura de 4 £ 0,5 °C. O nimero de cadastro desta espécie no Sisgen é A058F53. Os
exemplares de camardo apresentaram um peso médio de sete gramas e foram obtidos em uma
peixaria localizada do municipio de Fortaleza, Ceara. Os camarfes foram acondicionados em
caixas isotérmicas com gelo e em seguida foram transportados ao Laboratdrio de Tecnologia
do Pescado (Latepe) do Departamento de Engenharia de Pesca da Universidade Federal do
Ceara. No laboratorio, as amostras de camardo foram separadas em lotes e logo em seguida
foram armazenadas em um freezer (Brastemp Frost Free) a -18 + 0,5°C até 0 momento da

aplicacdo dos revestimentos.
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3.2 Processo de extracdo do polissacarideo sulfatado da Gracilaria birdiae.

O processamento de extracdo dos polissacarideos iniciou-se com o0
descongelamento da alga, seguido da secagem em estufa de circulagdo de ar a 25°C. A
moagem foi feita em um moinho de faca (Tecnal — Wiley TE-650/1) até a obtencdo de um p6
seco onde o qual foi submetido as posteriores extracdes.

As algas desidratadas e moidas foram submetidas a extracdo aquosa sob agitacao
mecéanica (1,5% m/v), a temperatura de 25°C durante 15 horas, segundo Melo et al., (2008).
Esta etapa foi importante para eliminag@o de pigmentos e contaminantes.

A massa de alga da primeira extracao foi sequencialmente submetida a extracoes
aquosas a 90°C (1,5% m/v) em banho-maria (microproce SSADO - modelo 0215M2 -Quimis)
durante 45 minutos para a remoc¢ao de compostos formadores de géis (SOUZA et al., 2012).
ApoOs esta etapa, 0s extratos aquosos foram centrifugados a 10.000 x g por 10 minutos. Os
sobrenadantes foram precipitados em etanol na proporcao de 1:3 (v/v) por 24 h a 4 °C. Apos
esse periodo os precipitados foram centrifugados a 12.000 x g por 10 minutos. Para a retirada
total do alcool, o polimero passou pelo processo de didlise em membranas de celulose
(Sigma-Aldrich, 76 mm) em agua destilada no volume de 2,5 litros com trocas a cada trés
horas, de seis a oito vezes. Apos a dialise, o PS foi colocado em liofilizador (Liotop, Serie;
39413, Brasil) a uma presséo entre 400 a 300 uHg, em temperatura de -50°C por 75 horas de

acordo com a Figura 3.



Figura 4 - Fluxograma do processo de extracdo do polissacarideo sulfatado da Gracilaria birdiae
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3.3 - Caracterizacao do polissacarideo sulfatado da Gracilaria birdiae

3.3.1 Composicao quimica do polissacarideo

3.3.1.1 Determinacédo do contetdo de sulfato

O teor de sulfato foi determinado segundo Dodgson; Price, 1962), tendo como
reagente a mistura gelatina-bario. Apos hidrélise das amostras com HCI 1 M por 5 horas a
105°C, os reativos (TCA 3%, mistura gelatina-bario) foram adicionados. Nesse método, o
sulfato complexiona-se com o bario, formando sulfato de bario (sal insolavel), sendo que a
gelatina esté presente para manter em suspensao, ou aumentar o tempo de sedimentacdo do sal
formado. A sensibilidade do método estd na faixa de 20 — 200 ug de sulfato, a leitura da
absorbancia foi realizada em 360 nm e utilizou-se como padrdo sulfato de sédio na

concentragdo de um mg/mL.

3.3.1.2 Determinacgéo do contetdo de carboidrato

O teor de carboidrato nas fracGes foi determinado utilizando-se a técnica de
Dubois et al. (1956). A um mL da amostra previamente diluida foi adicionado um mL de
fenol a 5% e cinco mL de &cido sulfarico concentrado e, apds agitacdo, a mistura permaneceu
em repouso por 15 minutos seguida por leitura em espectrofotdmetro a 490 nm.

A concentracdo de carboidratos foi estimada com relacdo a uma curva padréo

utilizando-se galactose.
3.3.1.3 Determinacao do conteudo de proteina
As concentracdes de proteinas contaminantes dos PS foram realizadas segundo o

método de Bradford (1976) e utilizou-se Albumina Sérica Bovina (BSA) como padrdo e as

leituras foram realizadas em espectrofotémetro a 595 nm.
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3.4 Degradagéo téermica do polissacarideo sulfatado da Gracilaria birdiae

3.4.1 Analise de Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

Diferentes técnicas tém sido utilizadas para estudar o processo de polimerizacao
de polimeros, tais como, RMN, DCS, TGA, 1V, LS. Entre estas técnicas, a mais utilizada na
avaliacdo da cinética de reagdo € a andlise térmica. A analise térmica inclui vérias técnicas,
através das quais as propriedades de um material podem ser determinadas em funcdo do
tempo ou da temperatura. Dentre as técnicas de analise térmica, a calorimetria exploratéria
diferencial (DSC) é uma das técnicas mais utilizadas para acompanhar a evolucdo dos
processos exotérmicos, permitindo determinar pardmetros termodindmicos e cinéticos
resultantes do processo de polimerizacdo, tais como, calor (entalpia) de reacdo, energia de
ativacdo, constante de velocidade, ordem e velocidade de reacdo. No estudo do
comportamento cinético por DSC, pode-se observar o perfil da curva exotérmica resultante do
processo de polimerizagdo de um sistema, possibilitando determinar a melhor temperatura ou
condicdes de formulacdo dos compdsitos (MARTINI, 2010).

Na analise de DSC, a amostra e o material de referéncia sdo mantidos a mesma
temperatura durante o programa térmico, onde a temperatura é controlada rigorosamente. A
analise de DSC para o PS foi realizada utilizando-se um equipamento da TA INSTRUMENT
(modelo Q20) sob atmosfera de nitrogénio, com fluxo constante de 50 mL.min™ a partir de
5,1 mg da amostra em pd, com taxa de aquecimento de 10 °C/min, na faixa de temperatura de
0 a 400°C.

3.4.2 Anélise Termogravimétrica (TGA)

E uma técnica na qual se monitora a variacdo da massa de uma amostra em funcéo
da temperatura ou do tempo em um ambiente de temperatura e atmosfera controladas. Seu
principio baseia-se em analisar a perda ou a agregacao de massa da amostra em temperaturas
variadas.

A analise termogravimétrica (TGA) do PS foi realizada utilizando-se um
equipamento da Perkin Elmer (STA 6000) sob atmosfera de nitrogénio, com fluxo constante
de 50 mL.min™. A partir de aproximadamente 18,49 mg das amostras em p6, com taxa de

aquecimento de 10°C/min, na faixa de temperatura de 25° a 600°C.
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3.5 Anélise de espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR).

A espectroscopia de infravermelho é um tipo de espectroscopia de absorcéo a qual
usa a regidao do infravermelho do espectro eletromagnético. Ela pode ser usada para identificar
um composto ou investigar a composicdo de uma amostra. Tal fato se baseia em que as
ligagdes quimicas das substancias possuem frequéncias de vibracdo especificas, as quais
correspondem a niveis de energia da molécula (niveis vibracionais). Assim podem vibrar de
seis modos: estiramentos simétricos e assimétricos e deformacBes angulares, tais como,
tesoura, torgéo, balango e rotagéo (VALE, 2017).

A andlise foi feita em ATR (a amostra seca e em p6 foi misturada com brometo de
potassio e prensada em pastilhas) no Laboratério de Quimica de Produtos Naturais da
Embrapa Agroindustria tropical em espectrofotdmetro de marca Varian (modelo FT-IR) na
faixa de comprimento entre 400 e 4000 cm™.

3.6 Producédo e Caracterizacdo dos filmes de polissacarideo sulfatado da Gracilaria

birdiae

3.6.1 Preparo das solugdes dos filmes e revestimentos comestiveis.

Tanto os filmes como os revestimentos comestiveis foram preparados de acordo
com a metodologia proposta por Souza et al. (2010) com adaptacdes de Vasconez et al.,
(2009). Inicialmente foram preparadas trés solucdes de PS com as seguintes concentraces:
1,0; 1,5 e 2,0% (m/v). As trés solugbes foram agitadas separadamente em um agitador
magnético por uma hora a 40 °C. Posteriormente as solucdes foram divididas em volumes
equivalentes e em seguida adicionou-se glicerol em trés concentracfes diferentes, que foram
respectivamente, 0,0; 0,1 e 0,2% (m/v). Todas as solu¢des ficaram sobre agitacdo magnética

por 30 minutos, gerando nove solucdes filmogénicas de acordo com a Figura 5.
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Figura 5 - Fluxograma do preparo das solugdes dos filmes e revestimentos comestiveis de polissacarideo
sulfatado extraido da Gracilaria birdiae
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FONTE: AUTOR (2019).

Os filmes comestiveis foram produzidos através da técnica de casting (ou

evaporacdo do solvente), de acordo com SOUZA et al. (2010) com adaptacGes. Foram

vertidos em cada placa de Petri de nove cm de didmetro, 28 mL de cada solucao filmogénica

de PS com as seguintes concentracdes: 1,0; 1,5 e 2,0% (m/v) e em cada solucdo foram

adicionadas trés diferentes concentracdes de glicerol: 0,0; 0,1 e 0,2% (v/v). Em seguida, as

solucdes filmogénicas foram colocadas em estufa de circulacao a 35°C por 24 horas.

Depois de secas as amostras foram acondicionadas em um dessecador contendo

silica, com umidade relativa de 10% a uma temperatura de 25°C.




41

3.7 Propriedades fisicas dos filmes comestiveis de polissacarideo sulfatado extraido da
Gracilaria birdiae

3.7.1. Permeabilidade ao vapor de agua

A determinacdo da permeabilidade do vapor de &gua (PVA) foi realizada por
gravimetria baseada no método da ASTM-D-3985-02 (2002) com modificagdes. O filme
testado foi selado no topo de uma célula de permeacdo (FIGURA 6) contendo agua destilada
(100% UR; 2337 Pa, pressdo de vapor a 20°C), colocado num dessecador a 25°C e 10% UR
contendo silica gel. A medicdo foi determinada através da perda da transferéncia da dgua do
interior da célula para a silica presente no dessecador. As células foram pesadas em intervalos
de 2 horas durante 8 horas. Condicdes de pressdo de agua em estado estacionario e uniforme
foram assumidas, mantendo a circulagdo de ar constante fora da célula de teste usando um
ventilador em miniatura dentro do dessecador. A inclinacdo da curva que representa a perda
de peso em funcdo do tempo foi obtida por regressdo linear. A medida (PVA) dos filmes foi
determinada da seguinte maneira:

PVA = (WVTR x L) / AP

Onde WVTR ¢ a taxa de transmisséo de vapor de 4gua (g x m>h™) medida através do filme
(calculado a partir da inclinacdo da curva dividida pela area do filme), L € a espessura média
do filme (m) e AP ¢ a diferenga de pressdo parcial de vapor da dgua (atm) nos dois lados do
filme. Para cada tipo de filme foram realizadas trés repeticGes. A espessura de cada amostra
foi medida utilizando-se um micrémetro digital (Digimess, Sdo Paulo, Brasil), em nove
diferentes posicGes de cada amostra avaliada. Os valores médios foram utilizados para

calcular a permeabilidade ao vapor de agua.

Figura 6: Célula de permeagdo para determinacdo da PVA

FONTE: AUTOR (2019)
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3.7.2 Solubilidade em agua

A solubilidade é definida como a porcentagem da matéria seca do filme apds 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 didmetro em uma estufa, a
100 °C, durante 24 h. Apos este periodo, os discos foram pesados e imersos em 50 mL de
agua destilada, com agitacdo periddica de 82 rpm através de uma mesa agitadora orbital SL
180 (marca SOLAB), por 24 h a 25 °C. Finalmente, os filmes foram retirados e secos a 100
°C por 24 h para determinar a matéria seca final. A solubilidade foi expressa como sendo a
diferenca entre a matéria seca inicial e final em relagdo a matéria seca inicial. Os testes foram

realizados em triplicata.
3.7.3 Cor e Opacidade

A cor dos filmes foi determinada com um colorimetro Minolta (CR 400, Minolta,
Japdo). Uma placa de cor branca foi usada como um padrdo de calibracdo e como uma base
para as medicGes de cor dos filmes. Os valores de L*, a* e b* de cada filme foram avaliados
pela medidas de reflectancia.

A opacidade dos filmes foi determinada usando um medidor de cor e de acordo
com a escala de cores Hunterlab. Seguindo este método, a opacidade (Y) foi calculada como a
razdo entre a opacidade de cada amostra sobre o padrdo preto (Yb) e a opacidade de cada
amostra no padrdo branco (Yw). De trés repeticdes de cada amostra de filme foram
determinados aleatoriamente trés Yb e Yw e a média deles foi utilizada para a realizacdo dos

calculos. Os resultados foram expressos em percentagem: Y (%) = 100 (Yb/Yw).

Figura 7 - Sistema para cor através do método de Hunter
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Fonte: HUNTERLAB
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3.8 Propriedades mecanicas

Os ensaios de tracdo (tensdo maxima de ruptura e deformacéo na ruptura) para
caracterizacdo mecéanica dos filmes foram realizados no Laboratério de Tecnologia da
Biomassa da EMBRAPA Agroindustria Tropical, Fortaleza — CE, seguindo as orientacdes da
ASTM-D-882-91 (1991).

3.8.1 Corpos de prova

Os corpos de prova utilizados para 0s ensaios mecanicos foram cortados por uma
prensa estampadora pneumatica marca CEAST cuja pressao de operacdo utilizada foi de sete
bar.

3.8.2 Ensaio de tragdo

Os filmes antes da realizacdo do teste foram acondicionados em um dessecador
contendo nitrato de magneésio hexahidratado (Mg(NO3), x 6H,0O) para manté-los em um
ambiente com umidade relativa e temperatura em torno de 50 + 5% e 24 + 2°C,
respectivamente, por no minimo 40 horas. Nos ensaios de tracdo, 0s corpos de prova com
comprimento de 63,24 mm e largura de 12,86 mm foram afixados por meio de garras
acopladas a uma travessa movel da Maquina Universal de Ensaio, seguindo as orientacdes da
ASTM-D-882-91 (1991).

A taxa de deformacéo de tracdo é controlada pelo mecanismo de direcionamento,
enquanto a tensdo de tracdo sustentada pela amostra € registrada pela célula de carga, ambos
acoplados a travessa fixa. O equipamento utilizado para analise foi o EMIC, com uma célula
de carga de 100 N. A velocidade de tracionamento utilizada foi de 50 mm/min, sendo a
distancia inicial entre as garras de 30 mm.

A tensdo maxima de ruptura foi expressa em MPa e calculada dividindo a forca
méxima (N) necesséria para romper o corpo de prova pela area inicial transversal (m?) da
amostra. A deformacdo na ruptura foi calculada como sendo a razdo entre o comprimento
final no ponto de ruptura da amostra pelo comprimento inicial da amostra (30 mm) e expressa

em porcentagem. Os ensaios foram realizados em quintuplicatas para cada amostra.
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3.9 Molhabilidade dos revestimentos de polissacarideo sulfatado em camarao.

As solugdes de revestimento de PS foram elaboradas conforme o item 3.6.1 de
acordo com a Figura 5 para determinacdo da capacidade molhante (através do angulo de
contato) nos exemplares de camaréo descascados e sem cabeca.

O angulo de contato (0) foi medido através do medidor de angulo de contato GBX
Instrumentation Scientifique acoplado a uma camera Pixelink Nikon com sistema de andlise
de imagens, operado em atmosfera e temperatura ambiente. Para analise os exemplares de
camardo L. vannamei foram cortados em forma retangular com um auxilio de bisturi e
colocados em uma placa de Petri. Logo em seguida, cada solucdo de revestimento foi
colocada em uma seringa de vidro de um mL (Fortuna® Optima) com um didmetro da agulha
de 0,815 mm determinado com um micrémetro digital 0-0,25mm (Mitutoyo, Japan) com
precisdo de 0,0001 mm. Doze repeticdes de angulo de contato foram obtidas a 20,0 + 0,5°C.

A tensdo superficial dos revestimentos do PS foi medida através de um
tensibmetro analogico que se baseou no método do anel DuNoly. Primeiro houve a calibracéo
do aparelho com uma tensdo superficial conhecida através da agua ultrapura que é de 72

mN/m e posteriormente foram medidas as tensdes superficiais das solu¢des de revestimento.

3.9.1 Tensao superficial critica

Antes de analisar a capacidade molhante dos revestimentos de PS nos exemplares
de camardo descascados e sem cabeca, foi necessario determinar a tensdo superficial de
acordo Zisman (1964), que desenvolveu o método pratico que visa caracterizar a capacidade
molhante em superficies solidas.

O sistema se baseia na observacdo de uma superficie com uma tensdo inferior a
100 mN/m, sendo classificada como uma superficie de baixa energia. A capacidade molhante
é aplicada em superficie solida que tenha a caracteristica de baixa energia, portanto tornou-se
necassaria a determinacdo da energia da superficie nos exemplares de camardo descascados e
sem cabeca.

De acordo com Zisman (1964), sistemas em que a tensao superficial é inferior a
100 mN/m (surpeficies de baixa energia), uma gota em superficie solida serd uma funcao

linear da tensdo superficial do liquido.
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Para um liquido puro, se interagdes polares (y i) e dispersivas (y g) séo

conhecidas e se teta (&) é o angulo de contato entre este liquido e um sélido, essas interaces

podem ser descrita em termos por trabalho reversivel de adesdo (W,) de acordo com Zisman:

W, =W WP, =25y 78 a8 432 o) Eq. (4)

onde ,» e,¢ sdo as contribuices polares e dispersivas do solido a ser estudado.

Reorganizando a Eq. (5), obtém-se:

1+cosd P
— = [y X,V—: +Jr¢  Eq.(5)
V7L yo

Foi calculado o angulo de contato de trés compostos puros, formamida (marca
VETEC, 95%), tolueno (marca VETEC, 99,5%) e &gua ultrapura, na superficie dos
exemplares de camardo descascados e sem cabeca, combinados com suas componentes
polares e dispersivas que permitiram calcular tanto a variavel dependente (equacao 6) quanto

a variavel independente (equacédo 7) de acordo com a equacéo 4.

p

Eq. (6) e[ 7—:JEq. (7).

L

1+cosé N

2

A estimativa da tensdo superficial critica (yc) foi realizada a partir extrapolacdo
gréfica de Zisman. Os graficos de Zisman apresentam o objetivo de caracterizar a
molhabilidade de superficies de baixa energia. O grafico de Zisman (1964) é obtido tracando
0 cosseno do angulo de contato de liquidos puros sobre a superficie solida a ser estudada

contra a tensdo de superficie de uma mesma série de liquidos. A interceptacdo destas curvas
com o0 cos @ =1 ¢ conhecida como a tensdo superficial critica (7C). A tensdo de superficie
critica € um ponto imaginario do valor s g6 frequentemente utilizado para descrever a

capacidade de umedecimento de uma superficie. Ela representa o valor de um liquido Vv
acima da qual a molhabilidade deste liquido em uma superficie sélida é completa. A tenséo

superficial critica é definida pela equacao (8).
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ye =liny_ , onde & >0 Eq. (8).

3.9.2 Capacidade molhante

A molhabilidade foi avaliada pela determinagdo dos valores do coeficiente de
espalhamento (Ws) e dos trabalhos de adesdo (Wa) e coesdo (Wc). As forcas de adesdo
promovem o espalhamento do liquido na superficie solida e as forcas coesivas promovem a
contracdo do fluido. O comportamento molhante das solugbes depende principalmente do
equilibrio destas forcas.

A tensdo superficial da solucdo de revestimento foi medida pelo método da gota
pendente utilizando a aproximacéo de Laplace-Young (SONG; SPRINGER, 1996). O angulo
de contato (0) de uma gota de liquido na superficie solida é definido pelo equilibrio mecénico
da gota sob a acdo de trés tensbes interfaciais: solido-vapor (Ysv), solido-liquido (Ysl) e
liquido-vapor (YIv). A Figura 8 ilustra o esquema representativo das tensdes interfaciais da

gota de um liquido na superficie sélida.

Figura 8 — Esquema representativo das trés tensdes interfaciais da gota de um liquido na superficie sélida

Vapor

Liquido

)

Sdlido

Fonte: WOLF; SANTOS; PHILIPPI, 2006.

O coeficiente de equilibrio de espalhamento (Ws) é definido pela Eq. 9 (RULON;
ROBERT, 1995) e apenas podera ser negativo ou zero.

W=IWW =95 o1 v 6 Eq. (9),

onde Wa e Wc sdo os trabalhos de adesdo e coesdo, definidos pelas Equacdes. (9) e (10),

respectivamente:
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W, =1 vt7s v st Eq. (9)

We =2x7, Eq. (10)

O éangulo de contato (&) e a tensdo superficial liquido-vapor (y,,) foram

medidos por um medidor de angulo de contato GBX Instrumentation Scientifique acoplado a
uma camera Pixelink Nikon com sistema de analise de imagens, operado em atmosfera e em
temperatura ambiente. As amostras de revestimento foram colocadas em uma seringa de 500
pL (Hamilton, Estados Unidos) com uma agulha de 0,75 mm de didmetro. O angulo de
contato dos exemplares de camardo foi medido pelo método da gota séssil (KWOK;
NEWMAN, 1999). As medigdes foram realizadas em menos de 30 s. Dez repeticOes de
medidas de tensdo superficial e do angulo de contato foram obtidas a 20,0 + 0,5 °C.

A solugdo que mais aproximou-se de zero foi escolhida para a aplicagdo como

revestimento nos exemplares do camaréo L. vannamei descascados e sem cabeca.

3.10 Avaliacdo da atividade antimicrobiana da solucdo filmogénica de polissacarideo

sulfatado da Gracilaria birdiae.
3.10.1 Bactérias-teste

A avaliacdo da atividade antimicrobiana da solucéo filmogénica do PS a 1,0%, foi
realizada frente a quatro cepas padrdes: Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia
coli ATCC 25922, Salmonella enterica ATCC 13076 e Vibrio parahaemolyticus I0C 18950.
As cepas foram crescidas em agar de soja tripitca (TSA) e, para o caso especifico de Vibrio
parahaemolyticus, foi adicionado 1% (p/v) de NaCl na composi¢do do TSA. As cepas foram

incubadas em estufa bacteriolégica a 35 °C por 24 h.
3.10.1.1 Preparo dos inéculos bacterianos

Das culturas crescidas em TSA a 35 °C por 24 h, foi retirada uma por¢do do
indculo e homogeneizada em nove mL de solugdo salina 0,85% de cloreto de sodio (p/v) para
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella enterica e nove mL de solugéo salina

1,0% de cloreto de sodio (p/v) (Vetec) para Vibrio parahaemolyticus até se obter uma
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turvacdo equivalente a turbidez 0,5 na escala de McFarland. A absorbancia foi aferida em
espectrofotometro (Micronal), sendo considerado o intervalo entre 0,08 e 0,10 em um
comprimento de onda de 625 nm. A turbidez Optica compardvel a solucdo padrdo 0,5 de
McFarland equivale a uma suspensdo contendo, aproximadamente, 1 x 10°® unidades
formadoras de coldnia por mililitro (UFC / mL) (CLSI, 2013).

Cada bactéria-teste, com concentracdo do inéculo ajustada, foi inoculada, em
duplicata, em placas contendo agar Mueller-Hinton sem adicdo de NaCl para Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Salmonella enterica e com adi¢do de 1% de NaCl (p/v) para Vibrio
parahaemolyticus, com auxilio de um swab de algodédo estéril (CLSI, 2013).

Em cada placa com o meio de cultura inoculado com a bactéria-teste, foram
perfurados quatro pocos de seis mm de didmetro com o auxilio de um perfurador de inox
esterilizado (BALOUIRI et al., 2016). Nos pogos foi adicionada uma aliquota de 50 uL da
solucgéo filmogénica do PS na concentracdo de 1,0% e, no segundo poco, 0 mesmo volume de
agua destilada esteril. Logo apos, as placas foram incubadas em estufa bacteriolégica a 35 °C
por 48 h.

Apos o periodo de incubacado, cada placa foi conferida para avaliagdo da atividade
antimicrobiana do PS. A presenca de um halo transparente ao redor dos pocos confirmaria o

resultado qualitativo positivo da acéo antimicrobiana do PS a 1,0%.

3.11 Elaboracdo das solucdes filmogénicas de polissacarideo sulfatado da Gracilaria

birdiae.

A solucdo filmogénica adotada foi a de 1,0% (m/v) de PS com 0,0% (v/v) de
glicerol. A adocdo foi baseada no valor do coeficiente de molhabilidade. Essa solugédo
permaneceu sob agitacdo magnética a 40°C por uma hora. Ap6s a completa diluicdo, a
solucdo foi acondicionada em uma capela de fluxo laminar (Pachane, modelo Pa40) e

submetida a esterilizacdo em luz ultravioleta por 30 minutos.
3.12 Aplicacéo do revestimento obtido do polissacarideo sulfatado da Gracilaria birdiae
em exemplares de camarao Litopenaeus vannamei congelados, descascados e sem cabeca.

No total, foram elaborados trés tratamentos para os exemplares de camardo

congelados (descascados e sem cabeca): Camardo Sem Revestimento (CSR), que serviu como
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controle para o exeprimento; Camardo Glaceado (CG) e Camardo Revestido com
Polissacarideo Sulfatado (CRPS). Foram feitas sete analises, a partir do dia zero até os 180
dias de armazenamento a — 18 °C, em intervalos de trinta dias.

Para a perda de peso, perda de glaciamento e perda de revestimento de PS foram
separadas cinco unidades de camarao para cada analise.

3.12.1 Aplicagdo da solugdo filmogénica de PS a 1,0% em exemplares do camardo
Litopenaeus vannamei congelados, descascados e sem cabeca.

Os exemplares de camardo foram submetidos a aplicacdo da solucdo de
revestimento pela técnica de imersdo. O método consistiu na imersdo das amostras de
camardo congelado na solucdo de revestimento a 4 °C. Apos a aplicacdo foi feita uma
drenagem em peneira de malha de aco inoxidavel por 20 segundos e em seguida, 0sS
exemplares de camardo foram acondicionados em bandeja de isopor e envolvidos em filme
plastico e etiquetados. Para o glaciamento, os exemplares de camardo foram submetidos a
imersdo em agua estéril a 2 °C por 20 segundos. Apos a imersao foi feita uma drenagem em
peneira de malha de aco inoxidavel por 20 segundos e em seguida, 0s exemplares de camarao
foram acondicionados em bandeja de isopor, envolvidas em filme plastico e etiquetados. Em
seguida as amostras oriundas dos trés tratamentos foram armazenadas em um Freezer

(Brastemp Frost Free) a temperatura - 18 + 0,1°C durante 180 dias.

3.13 Analises das perda de peso, de glaciamento e de revestimento

As perdas de peso, de revestimento e de glaciamento das amostras foram

determinadas de acordo com Soares et al., (2015).

3.13.1 Perda de peso

Para a determinacao da perda de peso foram separadas cinco unidades de camarao
ndo revestido. Os exemplares de camardo foram pesados antes de serem congelados (W) e
apos o congelamento (W) durante os 180 dias de analises. O calculo para perda de peso esta

de acordo com a equacéo abaixo:

Perda de peso =W, -W;/ W; x 100 Eq. 11
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3.13.2 Perda de glaciamento

Para a determinacdo da perda de glaciamento foram separados cinco exemplares
de camardo que foram glaceados a 4 °C; onde primeiro foi determinada a taxa de absor¢édo do
glaciamento com a pesagem ap6s o glaciamento (Wg) e apds serem congeladas (W) de
acordo com a equacao abaixo:

Capacidade de absorcéo do glaciamento = W7 — Wg / W7 x 100 Eq. 12

Para a determinacdo da perda de glaciamento, foram realizadas as pesagens de

cinco exemplares de camaréo revestidos (Ws) a cada 30 dias de acordo com a equacéo abaixo:
Perda de glaciamento = Wg — W7 / W7 — W x 100 Eq. (13)
3.13.3 Perda de revestimento
Para a determinacéo da perda de revestimento foram separadas cinco unidades de
camardo. Primeiro foi determinado a taxa de absorcdo do revestimento com a pesagem e
posteriormente do revestimento (Ws5) e ap0s serem congeladas (W) de acordo com a férmula
abaixo:

Capacidade de absorcéo do revestimento = W, — Ws / W, x 100 Eq. (14)

Para a determinacgdo da perda de revestimento foram realizadas as pesagem

dos exemplares de camarao revestidos (Ws) a cada 30 dias de acordo com a formula:

Perda de revestimento = Ws — W,/ W;—Wj; Eg. (15)

3.14 Analises fisico-quimicas

3.14.1 Composic¢ao centesimal

Foram realizadas analises de composicdo centesimal em triplicata de todos o0s

tratamentos. A composi¢do quimica centesimal corresponde a determinagdo quantitativa
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expressa em percentagem de umidade, proteina, gordura e cinza. E a soma destes

componentes deve ficar muito proxima de 100.

3.14.1.1 Determinac&o da umidade

Seu principio baseia-se na perda de dgua e substancias volateis. Foi determinado
seguindo a técnica descrita por (NAGAKURA, 1972). Em cadinhos de porcelana
previamente tarados, foram pesados aproximadamente dois a cinco g da amostra

homogeneizada, e em seguida colocados em estufa a 100°C por um periodo de 24h.

Apbs esse periodo, os cadinhos de porcelana foram transferidos para um
dessecador até atingir o equilibrio em temperatura ambiente para posterior pesagem. O teor de
umidade foi calculado pela diferenca entre o peso inicial e final das amostras, sendo este valor

exXpresso em percentagem.

Calculos:

Onde:

U - umidade
V) - peso do cadinho seco
V; - peso do cadinho com amostra

V), - peso do cadinho ¢/ amostra apos secagem

3.14.1.2 Determinacéo da matéria mineral (Cinzas)

Realizada segundo a técnica descrita nos métodos analiticos oficiais fisico-
quimicos para controle de pescado e seus derivados (BRASIL, 2011). Seu principio baseia-se
na perda de agua e substancias volateis. Os cadinhos de porcelana foram previamente tarados
contendo aproximadamente dois grama de cada amostra obtida a partir do procedimento de
determinacdo da umidade onde foram colocados em forno mufla a 550°C por um periodo de
quatro horas. Em seguida, os cadinhos foram transferidos para um dessecador até atingir a
temperatura ambiente, quando entdo foram pesados. O teor de cinzas foi determinado pela

diferenca entre os pesos inicial e final das amostras e expresso em percentagem.
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% de residuo mineral fixo = (mc + ¢ - mc) x 100/ma

ma = massa da amostra, em gramas;
mc+c = massa das cinzas + cadinho, em gramas;

mc = massa do cadinho, em gramas.

3.14.1.3 Determinacdo da proteina bruta

O teor de proteina total foi determinado através do método micro Kjeldahl
(PEARSON, 1973). Seu principio baseia-se na transformagdo do nitrogénio da amostra em
sulfato de aménio por meio da digestdo com &cido sulflrico e posterior destilagdo com
liberacdo da aménia, que foi fixada em solucdo acida e quantificada por titulometria acido-
base.

Em papel manteiga foram pesados 0,2 g da amostra homogeneizada e em seguida,
colocados em tubos digestores e acrescidos dois gramas do catalisador (mistura de sulfato de
cobre, selénio metalico e sulfato de potassio) e quatro mL de acido sulfdrico (H2SOg). As
amostras foram entéo levadas ao aparelho digestor a temperatura de 350°C até a sua digestédo
completa.

No aparelho de destilagdo a mistura foi neutralizada com hidroxido de sodio a
50% até surgir uma coloracdo escura oriunda do 6xido de cobre que foi formado por essa
neutralizacdo. A mistura foi destilada atraves do arraste com vapor e o produto da destilagdo
foi recolhido em um erlemeyer contendo 10 mL da solucéo de &cido bérico (H3BO3) a 2% e
foram adicionadas aproximadamente trés gotas do indicador misto (mistura de vermelho de
metila e verde de bromocresol). O destilado foi titulado com &cido cloridrico a 0,04 N. Foi

utilizado o fator de 6,25 para conversao do nitrogénio total em proteina bruta.

3.14.1.4 Determinacédo do extrato etéreo (lipidios)

O teor de lipidios totais foi determinado segundo a técnica descrita nos métodos
analiticos oficiais fisico-quimicos para controle de pescado e seus derivados (MAPA, 2011).
O solvente a ser utilizado para extracdo dos lipideos foi a acetona. Os baldes de Sox#let foram
colocados na estufa a 100°C durante uma hora. Apds esse periodo foram levados ao
dessecador até atingir temperatura ambiente e em seguida foram pesados. Cinco gramas da

amostra homogeneizada foram pesados nos cartuchos de extracdo (papel filtro). Apds a
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pesagem, foram colocados nos baldes e levadas ao aparelho de Soxhlet para a extracdo
durante trés horas. Apos o procedimento de extragdo, os baldes contendo o lipideo foram
acondicionados no dessecador até atingirem temperatura ambiente ¢ em seguida foram
pesados. O percentual de lipidios foi calculado através da relagdo entre o peso do lipidio

extraido e o peso inicial da amostra.

3.14.2 Analises fisico-quimicas e microbioldgicas dos exemplares de camardo Litopenaeus
vannamei congelados, descascados e sem cabeca.

3.14.2.1 Medicgéo do pH

O potencial hidrogenidnico foi medido com o auxilio de um potencidometro digital
(PHTEH Modelo PHS-3B), atraves da obtencdo do filtrado a partir da homogeneizacao de
10g da amostra macerada com 100 ml de &gua destilada por 30 segundos de acordo com a
metodologia citada nas Normas Analiticas do Instituto Adolfo Lutz (2008).

3.14.2.2 Bases nitrogenadas volateis totais (TVB-N)

As bases volateis totais (N-BVT) foram determinadas pelo método de destilacéo
com modificagdes (MALLE; TAO, 1987). Para a preparacdo do extrato foram pesados em
balanca analitica (Ohaus) 10g, previamente triturados em um multiprocessador (Arno), dos
exemplares de camardo descascados e sem cabeca de cada tratamento. Em seguida foram
adicionados 90 mL de é&cido tricloroacético (TCA) a 7,5% (v/v). Esse homogenato
permaneceu em repouso durante 30 minutos. Logo apds, o homogeneizado foi filtrado em
papel de filtro para obtencdo de um extrato limpido.

Nos tubos de destilacdo foram adicionados 25 mL do extrato filtrado com cinco
mL de hidréxido de sédio a 10% (p/v). Utilizou-se, ainda, acido borico a 4% (p/v) com 0,04
mL de indicador misto (vermelho de metila e verde de bromocresol) em cada erlenmeyer para
serem entdo destilados.

A destilacdo foi realizada em destilador de Nitrogénio (TECNAL modelo TE-
036/1) até a obtencdo de um volume de 50 mL de solucdo. As quantidades de N-BVT foram
calculadas a partir do volume de acido sulfurico 0,05 M utilizado para a titulacdo. Os valores
foram expressos em mg de N-BVT/100 g de camardo descascados e sem cabeca e calculado

através da Equacéo 16 a seguir:
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N-BVT + (14 g/ mol x ab x 300) / 25 mL Eq. 16

Onde:
a = mL de &cido sulflrico gasto na titulacéo

b = normalidade do acido sulfurico (0,1)

3.14.2.3 Substancias reativas ao acido tiobarbitirco (TBARS)

A determinacdo da oxidacao lipidica das amostras foi realizada pela avaliacdo das
substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS) como descrito por Vyncke (1970). Para
a preparacdo do extrato foram pesados em balanca analitica (Ohaus) 10g dos exemplares de
camardo descascados e sem cabeca de cada tratamento. Logo em seguida foram
homogeneizados em 50 mL de &cido tricloroacético (TCA) a 7,5% (v/v), permanecendo em
repouso por cinco minutos.

Apos o periodo de repouso, 0 homogeneizado foi filtrado em papel de filtro para
obtencdo de um extrato limpido. Foram entdo adicionados cinco mL da solugdo do extrato
com cinco mL do &cido tiobarbitarico a 0,02M, sendo homogeneizados com auxilio de um
agitador de tubos (Vortex modelo QL-901). Para o branco utilizou-se cinco mL de acido
tiobarbiturico e cinco mL de agua destilada. Em seguida, os tubos foram acondicionados em
banho maria (Banho maria microproce SSADO, modelo 0215M2, Quimis) a 90°C por 10
minutos e posteriormente resfriados em agua com gelo, para o desenvolvimento de uma
coloracdo rosa.

Para determinar o valor de TBARS em mg de malonaldeido equivalentes / kg de
musculo do camardo utilizou-se a curva padrao a partir de 1,1,3,3- tetraetoxipropano (TEP). A
evolucao da oxidacdo lipidica foi acompanhada pela alteracdo da concentracdo de substancias

reativas com o acido tiobarbiturico.
3.14.3 Analises microbiologicas
A quantificacdo de bactérias psicotréficas seguiu as recomendagdes da American

Public Health Association (APHA), na sua quarta edicdo do Compendium of Methods for the
Microbiological Examination of Foods (DOWNES; ITO, 2001).
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No laboratério de Microbiologia, em ambiente asséptico, foram retiradas e
maceradas 25 g de muasculo e homogeneizadas em 225 mL de solugdo salina estéril a 0,85%
de NaCl, correspondendo & diluicdo de 10™ (Figura 9). Deste homogenato, foi retirada uma
aliquota de um mL e diluida em nove mL de solucdo salina estéril a 0,85%, correspondendo a
diluicdo 107, e assim sucessivamente até a diluigio 107.

A técnica utilizada para o preparo das placas foi a de pour plate. Os tubos de cada
diluicdo foram homogeneizados com auxilio de um agitador de tubos (Vortex modelo QL-
901). De cada diluicdo foi retirada uma aliquota de um mL e inoculada em placas de Petri, em
duplicata, na qual foram colocados 15 mL de Agar Padrdo para Contagem (PCA) pela técnica
de pour plate (SWANSON; PETRAN; HANLIN, 2001). As placas para contagem de
bactérias psicotrdficas foram invertidas e incubadas a temperatura de 7°C por 10 dias em
Estufa de incubacdo do tipo DBO (QUIMIS modelo Q 315M26).

3.14.3.1 Determinacéo do Numero de Unidades Formadoras de Coldnias (UFC)

Para o célculo da Contagem Padrdo em Placas (CPP) foram selecionadas placas
com crescimento entre 25 e 250 unidades formadoras de colénias (UFC). O resultado da CPP
foi calculado pela expressdo: UFC x inverso do fator de dilui¢do, sendo UFC/g de musculo
(DOWNES; ITO, 2001). As amostras que ndo apresentaram placas com crescimento no

intervalo estipulado tinham suas contagens estimadas (est.).
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Figura 9 — Fluxograma da Contagem Padrdo em Placas (CPP) de bactérias psicotréficas nas amostras de camaréo
Litopenaeus vanammei congelado, descascado e sem cabeca durante o periodo de estocagem de 180 dias
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FONTE: AUTOR (2019).

3.15 Analises estatisticas

Os resultados foram avaliados usando a andlise de variancia (ANOVA) e as
médias foram comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de significancia de 5%. A analise

estatistica foi realizada utilizando o software SigmaStat (versao 3.5).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Rendimento e composicdo quimica dos polissacarideos sulfatados da Gracilaria
birdiae.

A alga vermelha Gracilaria birdiae foi sujeita a extracdo de polissacarideos
sulfatados em meio aquoso e o rendimento e a composi¢cdo quimica estdo relatados na Tabela
1.

Tabela 1 — Rendimento e composicdo quimica dos PS de Gracilaria birdiae

Composicdo Quimica (%)

Rendimento Carboidratos Proteinas
) Sulfato ]
Totais Contaminantes
26,43% 85,1% 8,1% 0,0%

FONTE: AUTOR (2019)

* a = rendimento expresso em termos de alga seca e moida .

Mello et al., (2002) extraindo PS de exemplares da alga marinha vermelha
Gracilaria cornea apresentaram um rendimento aproximado no valor de 22,3%. A pesquisa
de Alencar (2007) também apresentou um resultado semelhante 28,4%, porém a espécie
pesquisada foi uma alga parda, a Lobophora variegata.

Valores de rendimento podem variar de acordo com a espécie e também com a
metodologia aplicada (PERCIVAL; McDOWELL, 1967; VILLANUEVA; PAGBA,;
MONTANO, 1997). Pois a metodologia pode ser de origem enzimatica, acida e/ou aquosa
(RODRIGUES et al., 2009; ZHANG et al., 2019).

Melo et al., (2012) obtiveram a partir de fracGes de PS da alga parda Dictyopteris
justii que foram precipitadas com adi¢des de volumes crescentes de acetona, encontraram
valores diferentes para o rendimento 1, 9, 21, 27 e 42%. Desse modo, a acetona separou tais
fracdes polissacaridicas pela forma de interacdo destas com a agua. Portanto, aqueles que
interagiram mais com a agua foram os Gltimos a preciptarem (MAGALHAES et al, 2011).

Vale ressaltar que a temperatura nas extracdes aquosas também influencia nos
valores de rendimento, como pode ser observado nos trabalhos de Sousa et al., (2012) e
Maciel et al. (2008), que apresentaram 0s seguintes percentuais, 27,2 e 6,5 %,

respectivamente. Sendo que Sousa et al., (2012) extrairam o PS da G. birdiae a 90 °C e
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Maciel a 25 °C, ambos utilizaram a mesma espécie de alga do presente estudo. O percentual
obtido no presente estudo foi bem préximo ao de Souza et al., (2012), que foi de 26,43%
utilizando a mesma temperatura destes autores.

Temperaturas mais elevadas apresentaram valores maiores de rendimento dos PS
quando comparadas a pesquisa que utilizou temperatura ambiente. E o presente estudo
apresentou valores similares ao de Souza et al., (2012) onde ambos adotaram a mesma
temperatura de extracdo dos PS obtidos do &gar da mesma espécie de alga marinha vermelha
pesquisada.

Além dos fatores ja citados anteriormente, Armis (1995) mostrou que em geral, 0
rendimento da extracdo de PS das espécies de Gracilaria é muito varidvel devido a vérios
fatores, tais como: condigdes ambientais, variacdo sazonal e fatores fisioldgicos.

Somou-se ainda, a composi¢cdo de carboidratos totais indicada na Tabela 1 que
apresentou um teor de 85,1% e o conteudo de sulfato de 8,1 % nas amostras de agar
analisadas, como em coeréncia com a pesquisa de Sousa et al., (2012), que encontraram
valores semelhantes para a mesma espécie de alga analisada, 85,6 e 8,4% respectivamente,
para carboidratos totais e 0 contetdo de sulfato.

Adotanto os valores de sulfato da pesquisa de Sousa et al., (2012), que foram bem
proximos ao do presente estudo e comparando ambos com os de Mazumder et al. (2002), que
encontraram niveis de sulfato variando de 2,1 a 11,7% para fracGes de Gracilaria corticata,
pode-se observar que 0s niveis mais altos foram atribuidos as fragdes obtidas pelo método de
extracdo do PS a temperaturas mais baixas. Fato esse que demonstra que as baixas
temperaturas influenciam na obtencdo de menores valores de rendimento, porém permitem a
deteccdo de maiores concentracOes de sulfato. As fracdes de agar mais solUveis, sdo aquelas
mais ricas em sulfato e, portanto, de maior carater idnico (polaridade).

Nédo foi detectada a presenca de proteinas (Tabela 1) no presente estudo e o

mesmo ocorreu no trabalho de Souza et al. (2012).

4.2 Andlises térmicas do polissacarideo sulfatado da Gracilaria birdiae

4.2.1 Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

A analise de Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC) do PS extraido da alga

vermelha marinha Gracilaria birdiae foi realizada com o objetivo de verificar as transi¢oes

fisicas e/ou quimicas ocorridas durante a exposi¢do do polimero a diferentes temperaturas. A
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DSC é uma ferramenta poderosa para analisar 0 comportamento térmico de varios
biopolimeros (MARTINS et al., 2018). O conhecimento de suas propriedades termofisicas é
importante para determinar as mudancas fisicas e quimicas para qual os PS’s possam ser
submetidos.

De acordo com Canevarolo (2004), os eventos térmicos que geram modificacfes
em curvas de DSC podem ser basicamente transi¢cdes de primeira e de segunda ordem. As
transicOes de primeira ordem apresentam variagdes de entalpia — endotérmica ou exotérmica —
e ddo origem a formacédo de picos. Fusdo, perda de massa da amostra (vaporizacdo de agua,
aditivos ou produtos volateis de reacdo ou de decomposicao), dessorcao e reacdes de reducdo
sdo citados como exemplos de eventos endotérmicos que podem ocorrer em amostras de
varios materiais. Eventos exotérmicos podem ser: cristalizacdo, reacGes de polimerizacdo,
cura, oxidagédo, degradacdo oxidativa, adsorcao, entre outros. As transicdes de segunda ordem
caracterizam-se pela variacdo da capacidade calorifica, porém sem variacdes de entalpia.

A Figura 10 descreve o comportamento térmico da curva de DSC para o PS

extraido da alga vermelha Gracilaria birdiae no intervalo de temperatura de 25°C a 400°C

(M-

Figura 10 — Analise de Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC) do PS da Gracilaria birdiae
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Como pode ser visualizado nesta curva, o primeiro evento térmico (ponto 1)
apresentou uma transicdo endotérmica, com temperatura 137,5 °C e entalpia de 291,3 J/g.
Provavelmente nesse primeiro evento térmico pode ter ocorrido a fusdo do PS. Pois o
aquecimento acima da temperatura de cristalizagcdo resulta no surgimento de um pico
endotérmico na curva de fluxo de calor, correspondendo a temperatura de fusdo, que esta
relacionada a um aumento significativo do movimento das cadeias moleculares devido a
desestruturacdo dos cristais pelo aumento da temperatura (DAVANCO, 2006).

Rocha et al., (2019) caracterizando PS obtidos pelo método de extracdo a quente,
da alga vermelha Gracilaria tikvahiae, detectaram trés picos endotérmicos no primeiro ciclo
de aquecimento: um ligeiramente abaixo de 100 °C, outro em torno de 130 °C e o maior
préximo a 140 °C. No caso desse estudo, o primeiro pico € geralmente atribuido a agua
residual presente na amostra que pode estar ligada ou adsorvida (OUYANG et al., 2018). Os
picos que ocorreram na faixa de 126 a 144°C (onde se enquadra a temperatura do pico do
pirmeiro evento térmico do presente estudo) correspondem ao agar em transicdo para um
estado desordenado, ou seja, a amostra ndo retomara seu estado helicoidal duplo, o que
ocasionara a fusdo do polimero (ROCHA et al., 2019). Shukla et al. (2012) caracterizando
filmes a base de PS extraido da alga vermelha Gracilaria dura, com a adicdo de
nanoparticulas de prata para fins antibacterianos, encontraram para o PS dois picos na curva
de DSC. O pico endotérmico foi a 71,6 °C e 0 pico exotérmico ocorreu a 256,5 °C. Tais
valores ndo sdo préximos ao do presente estudo, o que demonstra variedade na composicdo
quimica das algas. Embora as espécies pesquisadas, tanto a do presente trabalho como a da
pesquisa de Shukla et al. (2012) pertencam a0 mesmo género, a composi¢cdo quimica de
ambas as espécies pode ser diferente, pois seus componenetes dependem da condicdes
ambientais, variacdo sazonal, fatores fisiologicos, dentre outros. Rocha et al. (2019)
verificaram tal fato quando caracterizam os PS da alga vermelha Gracilaria tikvahiae
coletada em dois localidades diferentes.

No segundo evento térmico (ponto 2), a curva apresentou uma transicao
exotérmica a 175,90°C e tal pico indica a degradacdo do polimero. O terceiro pico
exotérmico (191,90°C) pode estar relacionado a uma contamina¢do da amostra como ocorreu
no trabalho de Archana et al. (2013), que verificaram impurezas durante a realizacdo das

analises de decomposicdo térmica de suas amostras.
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4.2.3 Termogravimetria (TGA)

Devido ao fato de que os PS sdo utilizados em diversas areas, tais como:
alimenticia, farmacéutica, biotecnologica, dentre outras, torna-se de suma importancia o
conhecimento de suas propriedades térmicas de decomposicao. Pois tal conhecimento pode
indicar as possiveis aplicagBes destes biopolimeros em uma escala industrial. A andlise
termogravimétrica (TGA) e a sua derivada (DTG) permitem quantificar a perda de massa
envolvida durante o aquecimento de um determinado material, o que vai revelar o
comportamento de degradacdo térmica do mesmo (VALE, 2017).

O termograma e sua derivada do PS extraido da alga marinha vermelha G. birdiae
estdo representados na Figura 11.

Figura 11 — Andlise Termogravimétrica do PS da Gracialaria birdiae
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FONTE: AUTOR (2019).

A primeira decomposicao ocorrida a 73,11 °C esta relacionada a perda de agua e
corresponde a 12,88% da massa total do PS. A decomposicdo do polimero ocorre em trés
temperaturas diferentes: primeira a 232,17 °C (com perda de massa de 26,25%); segunda a

319,42 °C (com perda de massa de 29,0%) e a terceira ocorreu a 431,29 °C (com perda de



62

massa de 23,0%). Em adicdo, a decomposi¢do do PS ndo se completou em 600 °C, restando
ainda um residuo de 8,87%, correspondente as cinzas. Archana et al. (2013) caracterizando o
agar extraido da alga vermelha Gracilaria corticata apresentaram um TGA semelhante ao do
presente estudo, com quatro temperaturas de decomposicdo para 0 PS em questdo. Estes
autores relataram que a 289 °C ocorreu a perda de componenetes organicos e a 817 °C
ocorreu a perda de substancias inorgénicas que podem estar relacionadas com a ocorréncia de
metilacdo que libera materiais inorgénicos tais como 6xidos, residuos de carbonaceos, dentre
outros.

A TGA do PS do presente estudo sugere que ele é termoestavel e pode ser usado
na formagdo de biomateriais para varios fins industriais, como por exemplo: aumentar a
estabilidade em bolos e de alimentos congelados durante o processo de congelamento,
controlando o crescimento de cristais; estabilizando suspensdes ou emulsdes em tintas e
tambem podem ser utilizados em encapsulamentos de drogas e alimentos (ARCHANA et al.
2013).

4.3 Espectroscopia no Infravermelho (FTIR)

A FTIR pode ser usada para identificacdo e caracterizagdo de compostos
organicos e inorganicos. E considerada uma das mais importantes técnicas experimentais para
a caracterizacdo de polimeros, em termos de identificacdo e/ou determinacdo de
caracteristicas estruturais dos polimeros, principalmente no que se refere a grupos funcionais
presentes na amostra. Além das informacGes qualitativas, a analise por FTIR permite a
determinacdo semi-quantitativa de componentes de uma amostra ou mistura, esteja ela no
estado sélido, liquido, gasoso ou em solugcdo (ndo-aquosa). Dependendo da natureza da
amostra a ser analisada pode ser uma técnica facil e rapida, sendo possivel também analisar
amostras pequenas ou em pequenas quantidades (SMITH, 1979).

A Figura 12 demostra a espectroscopia na regido do infravermelho (FTIR)
utilizada para identificar a presenca dos grupos funcionais caracteristicos da extracao dos

polissacarideos sulfatados da alga marinha vermelha Gracilaria birdiae.
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Figura 12 — a) Espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) para o PS
extraido da Gracilaria birdiae na faixa de 4500 a 500 cm™. b) Ampliacdo da FTIR para o PS extraido da
Gracilaria birdiae na faixa de 1500 a 500 cm™
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A Figura 12 apresenta bandas situadas em basicamente 11 regifes do espectro. A
banda localizada em 3380 cm™ é atribuida & deformagcéo axial do grupamento hidroxila (OH)
de PS. Segundo Wang; Bi (2008), polissacarideos contém um numero significativo de grupos
hidroxila, exibindo uma ampla banda em 3000 cm™. Tal fato também esta de acordo com a
pesquisa de Onofre (2014) na caracterizacdo de PS para fins biomédicos. O pico caracteristico
em 1639 cm™ é atribuido ao estiramento de C = O (SELVALAKSHMI et al., 2017). As
bandas 1369, 1155 e 1043 cm™ sdo caracteristicas das agaranas e estdo em concordancia com
os dados obtidos no trabalho de Cian et al., (2014) que caracterizaram PS da alga vermelha
Porphyra columbina e no de Zhang et al. (2005) com a caracterizacdo de PS de Porphyra
capensis. Essas bandas sdo as mais relevantes, pois estdo relacionadas ao modo de vibracao
dos grupamentos éster sulfatos (S = O) e especificamente vibra¢fes ocorridas em torno da
banda 1043 cm™ referem-se ao esqueleto das galactanas (MOLLET; RAHAOUI; LEMOINE,
1998; PRADO-FERNANDEZ et al., 2003). A regido em torno de 931 cm™ pode ser atribuida
ao grupo C — O — C grupo de 3,6-anidro-a-L-galactose e a banda 890 cm™ é caracteristica de
4gar (SOUZA et al., 2012). E por Gltimo, as bandas 771 e 738 cm™ estdo relacionadas com a
flexdo esqueletal do anel de galactose (RHEIN-KNUDSEN et al., 2017).

A regido detectada no espectro de infravermelho do presente estudo apresentou
uma boa representatividade de bandas caracteristicas de agarocoldides e esta de acordo com
0s resultados obtidos por outros autores (MELO et al., 2002; ZHANG et al., 2005; MACIEL
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et al.,, 2008; SOUZA et al., 2012; CIAN et al., 2014; RHEIN-KNUDSEN et al., 2017,
SELVALAKSHMI et al., 2017).

4.4 Caracterizagdo dos filmes comestiveis obtidos do polissacarideo sulfatado extraido

da Gracillaria birdiae

4.4.1 Obtencéo e descrigéo do filme.

Figura 13 — Filme elaborado com PS de Gracilaria birdiae

Fonte: FONTE: AUTOR (2019)

Os filmes elaborados com o PS extraido da alga marinha vermelha Gracilaria
birdiae mostraram-se homogéneos, flexiveis, facilmente manipulaveis e com bom aspecto
visual (Figura 13).

Filmes comestiveis a base de PS geralmente possuem boas propriedades
protetoras contra umidade, semelhante a outros filmes comestiveis a base de hidrocoldides e
alem disso, apresentam boas propriedades mecénicas. Tendem a serem transparentes,

homogéneos e de facil manuseio (PHAN et al., 2005).

4.4.2 Permeabilidade ao vapor de agua e solubilidade

Na tabela 3 estdo descritos os valores da permeabiliade ao vapor de agua (PVA),
solubilidade e espessura para as diferentes combinaces de PS e glicerol na elaboracdo dos

filmes comestiveis.
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Tabela 2 — Valores de permeabilidade ao vapor da dgua (PVA), solubilidade e espessura (média £ desvio padréao)
dos filmes de polissacarideo sulfatado (1,0; 1,5 e 2,0%) obtido da alga vermelha Gracilaria birdiae com
diferentes concentrag@es de glicerol (0,0; 0,1 e 0,2%).

Permeabilidade ao

~ Solubilidade
Concentragoes vapor de agua - PVA
(%) : (%)
(g/m.dia.atm)

Espessura (mm)

1,0PS+0,0G 1,69 +0,12° 88,03 +0,11° 0,87 £ 0,01
1,0 PS+0,1G 1,71 +0,07*° 85,87 + 0,44 0,91 £0,01
1,0 PS +0,2G 1,76 0,07 82,78 + 0,23° 0,10 £ 0,10
1,5 PS +0,0G 1,72 £0,11%° 87,95 + 0,42° 0,88 + 0,01
1,5 PS +0,1G 1,97 +0,11% 84,41 +0,38" 0,90 + 0,09
1,5 PS +0,2G 1,91 + 0,09 82,13 +0,10° 0,10 £ 0,01
2,0 PS +0,0G 1,92 + 0,05 86,75 + 0,32 0,89 + 0,10
20 PS +0,1G 2,01 + 0,04° 84,77 + 0,46% 0,93 + 0,01
20 PS +02G 1,76 0,07 82,78 + 0,23° 0,10 + 0,10

PS = Polissacarideo Sulfatado; G = Glicerol. As médias mais o desvio padrdo com letras distintas possuem diferenca
estatisticamente significativa entre si pelo teste de Tukey (ANOVA p<0,05).

Os valores de espessura que se encontram na Tabela 3 variaram de 0,10 £ 0,01 a
0,93 £ 0,01 mm. A variacdo da espessura apresentou 0 mesmo comportamento para as trés
concentracdes de PS. Quando foram adicionados nos filmes 0,1% de glicerol os valores das
espessuras destes também aumentaram. Porém, ao aumentar a concentracdo do plastificante
glicerol para 0,2% ocorreu um decréscimo significativo no valor das espessuras.

A eficiéncia funcional dos filmes depende da composicdo, do processo de
formacdo e de sua aplicacdo, sendo influenciadas por fatores como espessura, umidade, entre
outros (SOBRAL, 2000). A espessura de um filme pode ser relacionada com a PVA do
mesmo, pois esses parametros tendem a apresentar uma relacdo indireta, ja que geralmente,
em filmes mais espessos os valores de PVA tendem a serem menores e Varios autores ja
relataram que a espessura influencia na taxa de transferéncia de vapores e solutos
(GENNADIOS; WELLER; GOODING, 1994; MCHUGH; KROCHTA, 1994)

A Lei de Fick diz que a permeabilidade, sob um determinado gradiente de pressao
de vapor, pode variar inversamente com a espessura do filme. Porém, muitos autores ja

observaram que a PVA nao é significativamente afetada quando a espessura é maior que 0,03
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— 0,06 mm (GREENER-DONHOWE; FENNEMA, 1994; CUQ et al., 1996; DEBEAUFORT;
VOILLEY; GUILBERT, 2002).

Os valores encontrados para PVA dos filmes a base de PS do presente estudo
variaram de 1,69 + 0,12 a 2,01 + 0,04 g/m.dia.atm (Tabela 3). A concentracdo de 0,1% de
glicerol aumentou o valor de PVA. Entretanto, 0 mesmo ndo ocorreu quando a concentragdo
de glicerol foi de 0,2%. Tal fato contradiz o que Pinheiro et al., (2010) relataram, que em
filmes de polissacarideos, a adicdo de plastificantes pode levar ao aumento dos valores de
PVA devido a maior afinidade do sistema em atrair moléculas de agua, pois os plastificantes
apresentam comportamento hidrofilico. O que pode ter ocorrido no presente trabalho é que
em maiores concentracdes de plastificante pode haver uma maior interacdo entre 0 mesmo e o
polimero, provavelmente devido a ligacfes de hidrogénio. Tal fato foi similar ao de Veiga-
Santos et al. (2005) quando pesquisaram diferentes concentracGes de plastificantes em filmes
a base de amido de milho.

O comportamento da concentracdo do polimero foi similar ao do plastificante.
Houve diferenca significativa (p<0,05) com o aumento de concentracdo de 1,0 para 1,5%.
Porém quando essa concentragdo de 1,5 passou para 2,0%, ndo ocorreu diferenca estatistica
significativa. O aumento na PVA com a adicdo de 0,5% do polimero pode ter ocorrido devido
a uma maior disponibilidade da porcdo hidrofilica do filme e quando a concentracdo foi
aumentada para 2,0% pode ter ocorrido um rearranjo na rede polimérica dos filmes, o que
tende a minimizar a transferéncia de vapores de agua.

Ja Cerqueira et al. (2009) produziram filmes a base de PS das algas G. triacanthos
e G. birdiae com diferentes concentracdes de sorbitol e glicerol e 6leo de milho. Tais autores
identificaram que com o aumento da concentracdo do polimero houve uma diminuicdo nos
valores de PVA. Estes autores sugeriram que a PVA dimuiu devido a adicdo do 6leo de
milho, o que ocasionou uma diminui¢do no comportamento hidrofilico dos filmes.

Phan et al., (2005) pesquisando as propriedades fisicas de filmes a base de PS a
3% com adicdo de glicerol a 0,1% obtiveram valores de PVA superiores ao do presente
estudo, variando de 7.21 a 13.70 (10 g m™ s™* Pa™) e com a umidade relativa variando de 22
a 57%. Devido a uma boa hidrofilicidade que é inerente aos polissacarideos e a utilizacdo de
plastificantes na formulacdo dos filmes, tanto os dados de PVA destes autores quanto os do
presente estudo sdo considerados baixos quando comparados a filmes sintéticos, tais como 0s
filmes de polietileno de baixa densidade e de celofane (PHAN et al., 2005). Porém os fimes

elaborados no presente estudo possuem valores de PVA semelhantes a filmes feitos a base de
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gliten (GENNADIOS; WELLER; TESTIN, 1993) e também os que séo oriundos de proteina
do soro do leite (MARIA; PEREZ-GAGO; KROCHTA, 2002).

E importante ressaltar que a umidade também possui grande influéncia na taxa de
permeabilidade de &gua e solutos dos filmes a base de PS. Os do presente estudo foram
elaborados em umidade controlada a 10%, porém tais filmes podem aumentar ainda mais 0s
valores de PVA em ambientes com alta taxa de umidade devido a adsor¢cdo de moléculas de
agua na superficie externa destes filmes. Segundo Phan et al., (2005) pode ocorrer um
rearranjo polimérico devido o comportamento hirofilico do PS e também do glicerol, o que
facilita a passagem de moléculas de agua por difusdo através dos filmes.

Uma elevada concentracdo de plastificante utilizado na elaboracdo dos filmes
também pode afetar diretamente as propriedades de transporte destes, tais como a taxa de
PVA. Pois a capacidade de como o plastificante vai atuar na reducdo das forcas
intermoleculares e na mobilidade da cadeia é dependente da configuragdo do polimero, do
namero de hidroxilas livres e da compatibilidade do plastificante com o polimero (SANTA
CRUZ et al., 2015). Souza et al., (2009) reforcam ainda que durante a elaboracdo de um filme
comestivel, além da interferéncia desses fatores, a umidade relativa a qual o filme sera
exposto também possui grande influéncia na estabilidade do mesmo.

Sousa et al., (2010) na elaboracdo de filmes a base de &gar comercial e de PS
extraido da alga vermelha Gracilaria vermiculophylla (ambos os polimeros a 1% e com
adicao de glicerol a 0,1% em cada formulacdo) apresentaram valores mais proximos de PVA
com os do presente estudo, onde tais valores foram, respectivamente, 3.32 e 3.44 (10™ g m™*
s Pa™). Os autores relataram que apesar da adicdo de plastificante, ambos os filmes exibiram
menor PVA do que outros biopolimeros de polissacarideos estudados anteriormente (SOUSA
et al., 2008).

Ja Giménez et al., (2013) elaborando filmes a base de PS a 1,5% com adicdo de
0,1 % de glicerol obteve um resultado acima do presente estudo 7.35 (g mm/h Pa cm?). Os
autores relataram ainda que valores de PVA préximos aos destes filmes sdo geralmente os
mesmos valores encontrados em filmes oriundos de outros polimeros tais como amido de
milho, hidroxipropilmetilcelulose e gelatinas de peixe (GENNADIOS; WELLER;
GOODING, 1994; SOBRAL; HABITANTE, 2001; GARCIA; MARTINO; ZARTIZKY,
2008).

Em contraste, Hong; Lin; Song (2009) afirmam que a PVA de filmes comestiveis
pode diminuir com a inclusdo de determinados compostos que venham a agregar valor aos

filmes, tais como compostos antioxidantes e antimicrobianos. Tais autores, ao produzirem
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filmes comestiveis a base de PS da alga vermelha Gelidium corneum com a adi¢do de
concentragdes crescentes de extrato de ché verde e catequinas, detectaram uma diminuicao na
PVA, pois o gel produzido se mostrou mais compacto, o que pode ter gerado uma rede
polimérica menos permeavel.

Os valores de solubilidade do presente estudo variaram de 82,13 a 87,95%
(Tabela 3). Pode-se verificar que houve uma diminui¢cdo na solubilidade dos filmes com o
aumento na concentracdo de glicerol. Tal fato contradiz o que Nugroho; Basito (2013)
descreveram no seu trabalho, que a adicdo de um componente hidrofilico em filmes
comestiveis levard a um aumento na solubilidade. Rocha et al. (2014) elaborando filmes a
base de amido de mandioca e de proteinas de soja observaram o mesmo comportamento dos
valores de solubilidade do presente estudo. Estes autores relataram que houve uma reducédo na
solubilidade em concentraces maiores de glicerol e isto pode ter ocorrido devido a interacédo
aumentada entre o plastificante e proteina e/ou carboidrato, deixando menos sitios para
interagirem com a agua.

A determinacdo da solubilidade serve para verificar a capacidade de um filme
comestivel se dissolver em agua e também serve para averiguar se 0 mesmo reterd agua,
quando usado como embalagem para alimentos. Quando um filme comestivel é destinado a
revestir alimentos que possuam alta atividade de agua, uma baixa solubilidade pode ser
considerada como um dos requisitos mais importantes (ATEF; REZAEI; BEHROOZ, 2015).
No entanto, em alguns casos, uma solubilidade moderada pode ser considerada vantajosa,
como por exemplo, ao se cozinhar alimentos revestidos (LAOHAKUNJIT; NOOMHORN,
2004).

Cian et al. (2014) desenvolvendo filmes de blendas de ficocoldides (carragena +
agar e ficobiliproteinas) sem adicdo de plastificante, extraidos da alga vermelha Porphyra
columbina, encontraram valores semelhantes ao do presente estudo para a solubilidade: 80,68
a 97,85%. E a aproximacdo dos valores de solubilidade foi ainda mais perceptivel com os
filmes que possuiam uma maior quantidade da mistura de carragena + agar (80,68 a 81,70%).
Entretanto, os filmes que continham o sobrenadante (enriquecidos com ficobiliproteinas)
oriundo do processo de extracdo do &gar e da carragenana, e que normalmente é descartado,
apresentaram maiores valores de solubilidade (97,65 e 97,85%). Isso pode ser explicado tanto
para os filmes do presente estudo, quanto para 0s dos autores ja citados anteriormente, devido
ao fato de que geralmente filmes com maiores concentracbes de polissacarideos tendem a
apresentar um maior grau de compactacao de suas matrizes. E no caso no estudo de Cian et al.

(2014), os filmes enriquecidos com ficobiliproteinas possuem uma quantidade maior de
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compostos sollveis em &gua, o que contribui para que estes filmem se solubizassem bem em

agua.

4.4.3 Cor e opacidade

A cor e opacidade dos filmes séo de extrema importancia para as embalagens,
pois essas propriedades podem propiciar uma boa atividade éptica no controle da incidéncia
de luz, mas a0 mesmo tempo tem que assegurar uma transparéncia ao produto para que o
consumidor possa visualizar o alimento (COSTA et al., 2015).

Os valores de Luminosidade (L*), a* e b* e opacidade para cada uma das
formulacdes de filmes produzidos, com diferentes combinacdes de PS e glicerol, estéo
representados na Tabela 4.

Tabela 3 - Valores de Luminosidade, a*, b* e Opacidade (média + desvio padrao) dos filmes de polissacarideo

sulfatado (1,0; 1,5; e 2,0%) obtido da alga vermelha Gracilaria birdiae com diferentes concentraces de glicerol
(0,0; 0,1 e 0,2%).

Concentracgdes L« o - Opacidade
(%0) (%)
1,0PS+0,0G 81,14 +1,22* -191+106°  3,900,14° 2,95 + 0,46°
1,0PS+0,1G 84,58+ 0,45  -1,85+0,15*  3,75+0,17° 3,28 +£0,52°
1,0PS+0,2 G 85,22+ 0,37  -1,01+0,14*  3,15+0,11° 4,18 +0,09°
1,5PS+0,0G 82,20 +1,31%  -1,95+0,87°  3,14+0,07° 2,88 +0,23°
1,5PS+0,1G 84,88 +1,89°  -1,01+0,49°  3,85+0,27° 3,60 +£0,13°
1,5PS+0.2G 85,35 +1,89° -1,98+0,552*  3,65+0,22° 4,32 +0,11°
20PS+00G 83,27 £0,30®  -1,12+0,12®° 3,89 + 0,19 3,08 +0,89°
20PS+0,1G 85,02 +0,87 -1,72+0,35" 3,45+ 0,47 3,62 +0,08°
20PS+02G 85,58 +0,87°  -1,03+0,34*  3,12+0,16 4,39 +0,08°

FONTE: AUTOR (2019)

PS = Polissacarideo Sulfatado; G= Glicerol; *L = luminosidade; a* = coordenada vermelho/verde (-); b* =
coordenada amarelo/azul (-).

As médias mais o desvio padrdo com letras distintas possuem diferencas estatistamente significativas entre si
pelo teste de Tukey (ANOVA p<0,05).

As concentracOes diferentes dos filmes a base de PS com as combinacdes de
glicerol apresentaram uma variacao de 81,14 + 1,22 a 85,58 + 0,87 para a luminosidade. Nao

houve diferencas significativas (p<0,05) com o aumento da concentragdo do polimero.
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Entretanto, com a adicdo de 0,1% de plastificante, em todas as concentra¢des do polimero,
pode-se verificar a ocorréncia de diferencas significativas (p<0,05).

Os valores de a* (eixo verde — vermelho) na escala Cielab, para o presente
trabalho variaram de -1,01 + 0,14 a -1,98 = 0,52 e ndo houve diferencas significativas
(p<0,05) para todos os filmes formulados. Os valores negativos encontrados para o parametro
*a indicam uma leve predominancia para a cor verde. Os valores de b* (eixo azul — amarelo)
apresentaram a seguinte variacdo 3,12 + 0,16 a 3,90 = 0,14. O mesmo comportamento
aconteceu também para este parametro com relagdo a andlise estatistica, ndo apresentando
diferencas significativas (p<0,05) e tais valores indicam a predominéncia de uma coloragéo
amarela. Tal fato foi confirmado visualmente no aumento da concentragdo do polimero na
formulagéo dos filmes.

Cian et al., (2014) elaborando filmes a base de agar e carragenana encontraram
valores proximos aos do presente estudo para os parametros *L e *a que foram,
respectivamente 67.1 £ 0.2 e -4.9 £ 0.0. Uma maior tendéncia para a coloragdo verde também
foi detectada no referido trabalho. O conhecimento da cor dos filmes é de extrema
importancia, pois a mesma pode afetar sua aceitacdo tanto em aplicacdes comestiveis como
ndo comestiveis (embalagens secundarias) (ROCHA et al., 2014). E dependendo de qual seja
a finalidade de aplicacdo, filmes comestiveis com coloracdes ndo tdo intensas sdao mais
destinados a embalar produtos alimentares, que devem ser facilmente visualizados através de
suas embalagens. Embalagens que dificultam a visualizacdo dos consumidores podem afetar
potencialmente a aceitacdo dos mesmos para determinados alimentos. Em contrapartida,
filmes que possuam uma coloracdo mais intensa sdo destinados a envolver alimentos que
possam sofre alteracdes, como por exemplo, a degradacéo pela luz (SALGADO et al., 2015).

A opacidade dos filmes do presente estudo variou de 2,88 + 0,23 a 4,39 + 0,08.
Tais valores praticamente nao diferiram entre si (p<0,05), sendo observado maior valor de
opacidade para o filme com 1,5% de PS e 0,2% de glicerol. Cerqueira et al. (2009) na
elaboracao de filmes a base de PS extraidos das algas vermelhas G. triacanthos e G. birdiae
com diferentes concentracdes de sorbitol e glicerol, encontraram maiores valores para a
opacidade 5.27 = 0.15 e 13.03 % 0.29 e verificaram que quando a concentracdo de sorbitol
aumentava, maiores eram os valores de opacidade. Souza et al. (2010) reportaram que guanto
maior a opacidade dos filmes, menor a quantidade de luz que atravessa 0 mesmo, funcionando

como uma barreira para controlar a incidéncia de luz para os produtos alimentares.
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4.4.4 Propriedades mecanicas

As propriedades de tracdo sdo Uteis para a identificacdo e caracterizacdo de filmes
flexivéis e expressam a resisténcia do material ao alongamento e ao rompimento, quando
submetidos a uma tragéo (OLIVEIRA et al., 1996).

Os valores de tensdo na ruptura e da deformagéo na ruptura para cada uma das
formulacdes de filmes produzidas, com diferentes combinagdes de PS e glicerol, estéo
representados na Tabela 5.

Tabela 4 — Valores da média (+ desvio padrdo) das propriedades mecanicas dos filmes de polissacarideo
sulfatado (1,0; 1,5; e 2,0%) obtidos da alga vermelha Gracilaria birdiae com diferentes concentragdes de
glicerol (0,0; 0,1 e 0,2%).

~ Tensédo na Ruptura—- TR Deformacao
ClomEETEEEs () (M Pg) na Ruptura Soe (%)

1,0PS+0,0 G 50,01 + 0,14° 2,78 +0,24°
1,0PS+0,1G 49,70 +0,33% 3,01 + 0,20%
1,0PS+0,2 G 51,03 + 0,22° 2,79 + 0,40°
15PS+0,0G 49,02 +0,11% 3,12 +0,41%
1,5PS+0,1G 47,98 +0,37%° 3,25 + 0,12™
1,5PS +0,2 G 50,97 +0,17% 3,32 +0,12"
20PS+0,0G 48,82 + 0,30 3,88 + 0,28"
20PS+0,1G 47,55 + 0,29° 3,72+0,18"
20PS+02G 50,12 + 0,13% 3,91 + 0,19

FONTE: AUTOR (2019). Descrever a sigla tr

PS = Polissacarideo Sulfatado; G = Glicerol; TR = Tenséo na Ruptura; DR = Deformacéo na ruptura. As médias

mais o desvio padrdo com letras distintas possuem diferenca estatisticamente significativa entre si pelo teste de
Tukey (ANOVA p<0,05).

Os valores de tensdo na ruptura variaram de 47,55 + 0,20 a 51,03 + 0,22.
Praticamente ndo houve diferencas significativas (p<0,05) entre os tratamentos. Somente para

o filme de 2,0% de PS com 0,1 % de plastificante.

Os filmes apresentaram uma boa resisténcia a tracdo quando comparados a outros
filmes a base de proteinas (KROCHTA, 2002; MCHUGH; KROCHTA, 1994) e
diferentemente dos valores de PVA, tais filmes apresentaram valores superiores de TR
quando comparados a filmes de gliten (GENNADIOS; WELLER; TESTIN, 1993) e ainda
maiores aos filmes comerciais de polietileno de baixa densidade e de
hidroxypropilmetilcelulose (HPMC) e téo alto quanto aos de celofane (PHAN et al., 2005).

Segundo Guilbert et al. (2002) filmes feitos de materiais fibrosos como o éagar

apresentam valores superiores de TR quando comparados a filmes feitos de materiais
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granulares como o amido. As propriedades mecénicas dos componentes de um filme sdo em
grande parte associadas a distribuicdo e densidade dos materiais e também € influenciada
pelas interacOes intermoleculares e intramoleculares favorecidas pelas estruturas primarias e
pela configuracdo espacial das moléculas. E estes autores acrescentam ainda que para filmes a
base de agar, uma rede tridimensional é formada pela associacdo de pequenos dominios nos
quais sdo observadas ligacdes de dupla hélice das cadeias poliméricas, o que favorece uma
maior ocorréncia de reacOes intramoleulares.

Para os filmes elaborados do presente estudo foi possivel verificar que nas
concentragdes de 1,0 e 2,0% de PS ndo ocorreram diferencas estatistica significativas
(p<0,05) nos valores de TR. J& na concentracdo de 1,5% essa diferenca foi detectada. Tal
ocorréncia contradiz o que Gimenez et al., (2013) relatam, que normalmente quanto maior é a
concentracdo do polimero na formulagdo de um filme maior serd a resisténcia do mesmo.
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).

Ku, Hong; Song (2008) elaborando filmes comestiveis a base de PS a 1,5%,
extraido da alga vermelha Gelidium corneum, obtiveram baixos valores em suas propriedades
mecanicas, sendo estes 2,32 MPa para a TR e 28,96% para a DR. Eles justificam tais
resultados por terem usado um polimero ndo tdo bem purificado.

Os dados de Phan et al. (2005) para as propriededas mecéanicas estdo bem
proximos ao do presente trabalho. Eles relataram valores de TR e DR de 42,11 MPa e 3,27%,
respectivamente, para filmes a base de PS a 3% e com glicerol a 15%. Ja os valores de TR e
DR obtidos por Rhim et al. (2011) em filmes com PS a 2,66% e glicerol a 50% foram 29,7
MPa e 45,3%, sendo somente o valor de TR que mais se aproximou ao do presente estudo.

Giménez et al., (2013) elaborando filmes a base de PS a 3,0% e com adicdo de
glicerol a 0,1% apresentaram 0s seguintes resultados para TR e DR respectivamente, 18,48
MPa e 62,35%. Os filmes elaborados por esses autores possuem uma melhor capacidade de
elongacdo quando comparado aos dados do presente trabalho. A elongagdo na ruptura pode
ser definida como a capacidade maxima na qual um filme pode esticar-se antes da quebra
(OZDEMIR; FLOROS, 2008).

A DR das amostras foi determinada para estimar a extensibilidade dos filmes
antes de se romperem. Praticamente ndo apresentaram diferencas estatistica entre si. Todos 0s
filmes apresentaram valores inferiores a filmes sintéticos e também a filmes feitos a base de

proteina de soja, de gluten de trigo (GENNADIQOS, et al., 1994) e também de zeina de milho
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(PADUA; WANG 2002). Porém Phan et al., (2005) relataram que em geral, filmes a base de
agar tendem a apresentar resultados satisfatérios nas propriedades mecénicas devido a sua
estrutura polimérica compacta e homogénea quando comparados a filmes de amido de arroz
comum e amido de arroz ceroso.

Como pode ser visto, as propriedades mecénicas relatadas nas literatura para
filmes a base de PS sdo variaveis e sdo atribuidas principalmente a diferentes quantidades e

tipos de polimeros e plastificantes utilizados na formulacdo dos filmes.

4.4.5 Determinacéao do coeficente de espalhamento

Como citado anteriormente, antes de analisar a capacidade molhante dos
revestimentos de PS nos exemplares de camardo descascados e sem cabeca, foi necessario
determinar a tenséo superficial de acordo Zisman (1964). O método dessa avaliacao se baseia
na observacdo de uma superficie com uma tenséo inferior a 100 mN/m, sendo classificada
como uma superficie de baixa energia. No presente estudo, a tensdo superficial da superficie
dos musculos de exemplares de camardo descascados e sem cabeca foi de 97,93 mN/m,
indicando que ela € de baixa energia e podendo portanto, ser adotado um angulo de contato
para a determinacdo do coeficiente de espalhamento (Ws). Alcantara (2015) verificando a
tensdo superficial no musculo de exemplares de camardes Litopenaeus vannamei encontrou
um valor abaixo do obtido no presente trabalho, que foi de 59,93 (mN/m).

A eficiéncia dos revestimentos comestiveis depende principalmente da capacidade
molhante da solucdo formadora do revestimento, afetando nas caracteristicas finais de
espessura do mesmo (PARK, 1999). As formulagdes de revestimentos comestiveis deverdo
ter a capacidade de espalhar-se uniformemente na superficie do alimento. Apds a secagem, 0s
revestimentos deverdo ter uma adesao, coeséao e durabilidade adequada (CANEVAROLO JR,
2006). A determinacdo da capacidade molhante se da pelo célculo do coeficiente de
espalhamento. O valor do coeficiente de espalhamento (Ws) foi obtido pela subtracdo do
trabalho de adesdo (Wa) menos o trabalho de coeséo (WCc).

Na Tabela 6 estdo dispostos o0s coeficientes de espalhamento para nove solucGes

de revestimento a base de PS de G. birdiae.
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Tabela 5 - Valores da média (+ desvio padrdo) dos coeficientes de espalhamento (W) dos filmes de
polissacarideo sulfatado (1,0; 1,5; e 2,0%) obtidos da alga vermelha Gracilaria birdiae com diferentes
concentracdes de glicerol (0,0; 0,1 e 0,2%).

Solugdes PS (m/v) Glicerol (m/v) W; (mMN/m)
1 1,0 % 0,0 % - 6,6998 + 1,09
2 1,5 % 0,0 % -11,6668 + 0,83"
3 2,0% 0,0 % -16,2554 + 1,68
4 1,0 % 0,1 % -10,6844 + 0,88"°
5 1,5 % 0,1 % -15,7799 + 1,51°
6 2,0% 0,1% -18,7281 + 2,39
7 1,0 % 0,2 % 12,3147 + 1,96°
8 1,5 % 0,2 % 15,9671 + 2,24°
9 2,0% 0,2 % -23,2191 + 2,59°

FONTE: AUTOR (2019).

As médias mais o desvio padrdo com letras distintas possui diferenca estatistamente significativa entre si pelo
teste de Tukey (ANOVA p<0,05).

Foi observado que em concentracdes mais elevadas de glicerol menor era a
capacidade molhante das solu¢cbes em questdo. Partindo-se da premissa que quanto mais
proximo de zero for o coeficiente de espalhamento, maior sera a capacidade da solucédo
filmogénica em revestir o pescado. A solucdo escolhida foi a que apresentou um valor que
mais se aproximou de zero. De acordo com dados obtidos para as solugdes a base de PS para
resvetir os camardes descascados e sem cabeca, a solucdo adotada foi a de nimero um que
continha 1,0% de PS e 0,0% de glicerol.

Cerqueira et al. (2009) caracterizaram a superficie de um queijo e testaram trés
polissacarideos como revestimento (quitosana, galactomananas e PS de algas vermelhas)
tendo glicerol, sorbitol e 0leo como constituintes. Neste trabalho, o revestimento foi
otimizado com a determinacdo dos melhores valores da capacidade molhante. Os resultados
demonstraram que as solucGes de quitosana com menor concentracdo de polissacarideo
apresentaram melhores valores de Ws. No caso dos revestimentos de PS, as solu¢Bes com
maiores valores de Ws foram as que continham 0leo e dentre estas, a melhor cobertura em
termos de capacidade molhante foi uma solucdo com a seguinte formulacdo: 1,5% de PS,
0,5% de glicerol e 0,5% de 6leo de milho.

4.4.6 Atividade antimicrobiana.

A biodiversidade marinha tem sido reconhecida por ser fonte de compostos com
propriedades bioldgicas diversas. Dentre esses compostos, 0s polissacarideos de algas vém se
destacando devido as suas atividades bioldgicas e sua abundancia nos organismos marinhos.

Eles apresentam varias atividades biolégicas com potenciais beneficios para a saude, e
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aplicacbes bastante diversificadas na é&rea de alimentos, farmacéutica, biomédica e
biotecnolégica (DEVILLE et al., 2007).

De acordo com OH et al. (2008), os polifendis halogenados presentes nas algas,
dentre os quais os bromofendis, sdo os compostos majoritariamente responsaveis pela
expressiva atividade antimicrobiana, que as algas tem demonstrado. Além dos metabdlitos
secundarios, as algas também apresentam em sua composi¢do quimica, acidos, alcal6ides e
aminas, substancias que Ihes conferem forte atividade antimicrobiana (HELLIO et al., 2000;
LAM; HARDER, 2007).

A Tabela 6 demonstra que a concentracdo de PS testada e o controle utilizado

(dgua) ndo apresentaram inibicdo do crescimento bacteriano.

Tabela 6 - Verificacdo da atividade antimicrobiana através do método de difusdo de disco para a concentracdo de
1,0% de PS extraido da alga vermelha Gracilaria birdiae e dgua destilada estéril (Controle) frente as bactérias
Gram positivas (Staphylococcus aureus e Vibrio parahaemolyticus) e Gram negativas (Escherichia coli e
Salmonella entérica).

Halo de inibi¢do (mm)
. Staphylococcus Vibrio Escherichia Salmonella
Concentracao ) _ .
aureus parahaemolyticus coli entérica
ATCC 25923 10C 18950 ATCC 25922 ATCC 13076

Solucéo
filmogénica de 0 0 0 0

PS 1,0%
Agua destilada

0 0 0

estéril (Controle)

FONTE: AUTOR (2019).

retirar essa tabela e por ws em italico

Silva (2009) verificando a atividade antimicrobiana pelo teste do CIM
(Concentracdo Inibitéria Minima) de extratos e fracbes de Gracilaria birdiae frente as
bactérias Gram-positivas (Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae, Bacillus
subtilis e Enterococcus faecalis) e Gram-negativas (Escherichia coli, Pseudomonas
aureginosa, Klebsiella pneumoniae e Salmonella typhi), também obteve o mesmo resultado
do presente estudo, ou seja, todos os extratos e fracdes testadas ndo inibiram o crescimento

bacteriano.
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O resultado obtido do presente estudo também esta de acordo com Del Val et al.
(2001), que realizaram um extenso estudo com macroalgas das trés classes provenientes das
ilhas Canérias. Eles demonstraram que dentro das classes das Rhodophytas, os extratos
metandlicos da ordem Gigartinales (a qual pertence G. birdiae) ndo apresentaram atividade
contra um largo espectro de micro-organismos. Além disso, Lima-Filho et al., (2002) testaram
0 extrato bruto hexanico de outra espécie de alga vermelha, a Gracillaria dominingensis
contra uma série de microrganismos Gram-positivos e Gram-negativos e também nao
encontraram atividade antibacteriana.

Gressler (2010) verificando a atividade antimicrobiana pelo teste da CIM de
substancias isoladas das algas vermelhas marinhas Laurencia filiformis, Laurencia intricata,
Plocamium brasilienses e Ochtodes secundiramea, ndo encontrou atividade antimicrobiana
em nenhuma concentracao testada.

A concentragdo de PS utilizada para a avaliagdo antimicrobiana no presente
trabalho pode ndo ser a suficiente para se obter uma acdo bactericida e/ou bacteriostatica.
Provavelmente em maiores concentracOes essa atividade poderia ser detectada, o que torna
interessante a continuacdo dos estudos.

Outro fator que pode ter interferido no presente estudo é o periodo de coleta das
algas. Tal fato foi relatado por Maréchal et al. (2004) quando os mesmos verificaram a
atividade antimicrobiana de extratos obtidos de Bifurcaria bifurcata de acordo com a variacao
sazonal em Cobetia marina e Pseudoalteromonas haloplanktis. Foi visto que a maxima
atividade antimicrobiana pode ser obtida em algas coletadas entre abril e julho, quando a
temperatura da 4gua e a luminosidade apresentam-se mais altas.

Embora ainda sendo considerada pouco relatada a atividade antimicrobiana de
algas quando comparada a atividade antioxidante (CABRAL et al., 2011), j& existem registros
dessa atividade, como descrevem Dubber; Harder (2008), que investigaram os efeitos
antimicrobianos dos extratos hexanico e metandlico das algas Mastocarpus stellatus,
Laminaria digitata e Ceramium rubrum em 19 bactérias patogénicas de peixes. O extrato
metanolico de C. rubrum a 10 mg/mL e o extrato hexanico de L. digitata a 31 mg/mL

demonstraram forte atividade antimicrobiana e inibiram todas as bactérias testadas.

4.5 Determinacdo das perdas de peso, de glaciamento e de revestimento.

O melhoramento das tecnologias de conservacdo de alimentos pereciveis vem

sendo uma das principais preocupag¢des na indudstria de pescado, que buscam um produto final
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com boa qualidade. Entre os processos utilizados, 0s mais importantes sdo 0s que se baseiam
na acdo de baixas temperaturas, como por exemplo, o congelamento, preservando as
caracteristicas fisico-quimicas, sensoriais e microbiolégicas (GONCALVES; GINDRI
JUNIOR, 2009). No entanto, vale enfatizar que estes métodos de preservacdo que utilizam
baixas temperaturas séo eficientes, porém nao melhoram a qualidade do produto. A qualidade
final do pescado depende do estado em que 0 mesmo se encontra no momento do
congelamento. Produtos congelados podem ter vida de prateleira superior a um ano, se
manuseados de forma adequada (MAIA; PEREIRA, 2011; MANSO et al., 2013).

No entanto, mesmo congelado, o camardo continua sendo um produto sensivel,
através de processos de perda de qualidade durante o armazenamento, como a perda de peso
por desidratacdo (perda de agua por sublimagdo) (GONCALVES, 2005). A perda de peso é
um dos indicadores fisicos mais importantes para avaliar a qualidade de um pescado, pois a
mesma pode causar alteragdo na textura, na aparéncia e no sabor (FARAJZADEH et al., 2016).
Portanto, a avaliacdo desse parametro € de grande importancia econémica ja que o pescado é
vendido por peso (HUFF-LOBERGAN; LONERGAN, 2005).

Os dados referentes a perda de peso do estudo em questdo estdo contidos na
Figura 14. Para o primeiro dia foi observada uma perda de peso de 0,68%, e essa perda de
peso tornou-se crescente até os 180 dias de analise, chegando a 1,20% em relacdo ao peso
inicial. Praticamente ndo houve diferenca significativa (p<0,05) entre os tempos de

estocagem, ocorrendo somente entre 0 Toe 0 T,
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Figura 14- Perda de peso para o grupo controle (CSR) dos exemplares de camardo Litopenaeus vannamei
congelados, descascados e sem cabegas, por um periodo de 180 dias.
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FONTE: AUTOR (2019).

As médias mais o desvio padrdo com letras distintas possui diferenca estatistamente significativa entre si pelo
teste de Tukey (ANOVA p<0,05).

Buscando evitar alteracdes bioquimicas, que depreciam o pescado congelado, a
industria utiliza tecnologias como o glaciamento para proteger o produto e evitar 0 excessivo
contato com o ar atmosférico, retardando assim, a perda de umidade e a oxidacao lipidica
(LIN; LIN, 2005; VANHAECKE; VERBEKE; BRADANDER, 2010).

Entende-se por glaciamento o processo de cobrir o produto com uma camada de
gelo, que pode ter diferentes espessuras. Esse tratamento pode ser realizado pela imersao ou
pulverizacdo de agua gelada, com ou sem aditivos, no pescado congelado individualmente.
(NEIVA et al., 2015). Os revestimentos a base de derivados de algas marinhas, como por
exemplo, alginatos, carragenanas e agar também podem ser utilizados como uma espécie de
glaciamento (ABDUL KHALIL et al., 2017).

As taxas iniciais de absor¢do do glaciamento e do revestimento com PS foram de
8,24 e 8,79%, respectivamente. Embora os valores apresentados sejam proximos, pode-se
verificar uma maior capacidade de incorporagdo do revestimento com PS. Pois o ideal é que
quanto maior for a taxa de absorcéo de um dado revestimento, melhor sera a acdo em proteger
o0 pescado frente aos processos de deterioracdo, que ocorrem durante a estocagem a frio.

A Figura 15 representa os dados das perdas de glaciamento e de revestimento com
PS.
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Figura 15 - Perda de glaciamento e de revestimento para os tratamentos (CG e CRPS) dos exemplares de
camardo Litopenaeus vannamei congelados, descascados e sem cabegas, por um periodo de 180 dias.

D
a
C ‘{
4 uCG
A AB B
1 A AB CRPS
a a
a a
_ a a E3
mk '
T1 T2

Tempo de estocagem -18°C (dia)

1 1
o m

o P N W b 01O N 00 ©
1

Perda de glaciamento e revestimento
%

FONTE: AUTOR (2019).

* Camardo Glaceado (CG) e Camardo Revestido com Polissacarideo Sulfatado (CRPS). As médias mais o
desvio padrdo com letras distintas possui diferenca estatistamente significativa entre si pelo teste de Tukey
(ANOVA p<0,05).

Apos 30 dias (T,) de armazenamento, a perda de glaciamento foi de 1,54% e
manteve-se crescente ate os 180 dias (Tg) de estocagem, chegando a 7,70%, sendo possivel
verificar uma perda significativa (p<0,05), com relacdo ao tempo de estocagem. Ja a perda de
revestimento com PS foi menor, variando de 1,46 (T1) a 7,56% (Ts), porém a mesma tambem
apresentou valores crescentes e diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) com relacao
ao tempo de estocagem.

A relacdo entre a perda de glaciamento e a perda de revestimento com PS,
demonstrou que os tratamentos ndo diferiram estatisticamente (p<0,05) entre si durante todo o
periodo de estocagem. Embora ambos os tratamentos ndo tenham apresentado diferencas
significativas (p<0,05), vale ressaltar que a perda de glaciamento apresentou valores mais
elevados que a perda de revestimento em todo o periodo de estocagem conforme Figura 13,
portanto, pode-se sugerir que o revestimento de PS, nesse presente estudo, tende a apresentar
uma maior capacidade de protecdo na conservacdo de pescados durante a estocagem a -18°C,
por ter uma menor taxa de perda de revestimento e talvez, utilizando-se concentracfes
maiores dete polimero a perda poderia ser mais significante. As andlises de perda de
glaciamento e de revestimento sdo consideradas bastante importantes, pois de acordo com

Pizato et al., (2013), em alimentos revestidos, primeiramente ira ocorrer uma reducdo na
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perda de massa do revestimento, ja que 0 mesmo vai atuar como agente sacrificante, ou seja, 0

revestimento desidratara primeiro do que o produto alimenticio.

4.6 Composicao centesimal.

A composicdo quimica das amostras de camardo Litopenaeus vanammei
congelado, descascados e sem cabeca foram submetidas a diferentes tratamentos durante 180
dias de estocagem e a mesma foi expressa pelos teores de umidade, cinzas, lipideos e
proteinas, eesta representada na Tabela 8.

Tabela 7- Composicdo quimica dos exemplares de camardo Litopenaeus vanammei congelados, descascados e
sem cabega, submetidos a diferentes tratamentos durante 180 dias de estocagem.

Parametro Tempo de estocagem TRATAMENTO
(%) (dia) CSR | ¢€G | CRPS
UMIDADE 190 saa  eara e
CINZA 190 R
LIPIDIO 190 2 1e0 13
PROTEINA 190 B nm e

FONTE: AUTOR (2019). colocar os desvios e as silgas dos tratamentos

* Camardo Sem Revestimento (CSR), Camardo Glaceado (CG) e Camardo Revestido com Polissacarideo
Sulfatado (CRPS).

Sabe-se que o0s constituintes quimicos no pescado variam entre diferentes
espécies, e mesmo, entre individuos de mesma espécie, em funcdo da época e local de
captura, habitat, sexo, idade, entre outros fatores (STANSBY, 1954; JACQUOT, 1961).

Araujo et al. (2012) pesquisando a composicdo centesimal da mesma espécie de
camardo do presente estudo, encontraram os valores médios de: 74,1% de umidade; 1,5% de
cinzas; 21,9% de proteinas e 0,3 de lipidios totais. Furuya et al. (2006) analisando a
composicdo centesimal do camardo inteiro de agua doce Macrobrachium amazonicum,
detectaram os seguintes valores: 70,3% de umidade, 1,5% de cinzas, 24,8% de proteina e 1,5
para lipidios totais, sendo esse ultimo componente centesimal, foi 0 que mais se proximou do
presente estudo.

Os valores de umidade do presente estudo foram superiores ao dos ja citados

anteriormente e sdo proximos ao trabalho de Pedrosa; Cozzolino (2001) que encontraram
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88,34% para 0 camaré@o Penaeus brasiliensis (in natura). Com relagéo aos valores de cinza do
presente estudo, os mesmos se encontram abaixo dos trabalhos de Aradjo et al. (2012) e
Furuya et al. (2006) e também do encontrado por Mohebi; Shahbazi (2017) em amostras de
camardo descascados, que relataram o valor de 1,32% de cinzas. Para os teores de proteina
bruta total, os do presente estudo estdo abaixo do relatado por Silva (2018), que encontrou
16,78 e 17,44% para a mesma espécie de camardo do presente estudo, porém estdo superiores
ao do Pedrosa; Cozzolino (2001) que detectaram 10,62%. Em relacdo aos lipidios totais, 0s
encontrados na presente pesquisa sdo superiores a varios trabalhos, como os de Mohebi;
Shahbazi (2017) que detectaram o valor de 0,95%; Solval et al. (2014) com a espécie
(Litopenaeus setiferus) que detectaram 1,12 % e o de Moucherek-Filho; Vaz; Maranh&o
(2003) que relataram um valor muito baixo para lipidos (0,1%). Porém o valor da presente
pesquisa foi igual ao de Furuya et al. (2006).

As variagdes entre os valores obtidos para as caracteristicas estudadas podem ser
atribuidas ao tipo e a disponibilidade do alimento consumido pelos animais (em cativeiro ou
ambiente natural) e as regides do corpo do animal incluidas na analise (animais inteiros,

regido abdominal ou somente cefalotorax com ou sem casca) (FURUYA et al., 2006).

4.7 Analises fisico-quimicas dos exemplares de camardo Litopenaeus vannamei

congelados, descascados e sem cabeca.
4.7.1 Potencial hidrogeniénico (pH).
Os valores médios de pH das amostras de camardo Litopenaeus vanammei

congelado, descascados e sem cabeca, submetidas a diferentes tratamentos durante 180 dias

de estocagem podem ser observados na Figura 16.
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Figura 16 - Valores médios de pH dos exemplares de camardo Litopenaeus vanammei congelado, descascado e
sem cabega; submetidos a diferentes tratamentos durante 180 dias de estocagem.
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FONTE: AUTOR (2019).

* Camardo Sem Revestimento (CSR), Camardo Glaceado (CG) e Camardo Revestido com Polissacarideo
Sulfatado (CRPS). Letras minGsculas diferentes nas colunas dos tratamentos do mesmo dia de estocagem
indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey (ANOVA p<0,05) entre os tratamentos; Letras maitsculas
diferentes nas colunas dos tratamentos de mesma cor indicam que eXiste diferenca significativa pelo teste de
Tukey (ANOVA p<0,05) em relacdo ao tempo de estocagem.

Os valores de pH dos tratamentos CSR, CG e CRPS apresentaram uma variacao
de 7,12 a 7,76; 7,0 a 7,7 e 6,89 a 7,66, respectivamente. Assim, percebe-se que as amostras
revestidas com revestimento a base de PS apresentaram valores de pH inferiores aos
tratamento CSR e CG, durante todo o periodo de estocagem. Nos tempos de estocagem T1 e
T2 o tratamento CRPS se diferenciou estatisticamente dos demais (p<0,05) quanto ao pH.
Durante todo o periodo de estocagem, o tratamento RPS se diferenciou do tratamento CG
apenas no tempo T1 e com relacdo ao tratamento CG, o CRPS se diferenciou nos tempos T1,
T2 e T4. Silva (2018) analisando a qualidade de camardo Litopenaeus vanammei encontrou o
seguinte intervalo de pH, 6,66 a 7,20, respectivamente para o tratamento CSR e para o CG e
para os tratamentos submetidos a diferentes concentracBes do polissacarideo quitosana a
variacdo do pH foi de 6,14 a 6,55. Tal fato enfatiza que a utilizacdo de revestimentos
comestiveis a base de polissacarideos tendem a aumentar a vida de prateleira de pescados,
baseando-se no fato de que valores altos de pH sugerem um produto ndo aceitavel ao
consumo humano.

A carne de crustaceos frescos é considerada adequada para 0 consumo humano de

acordo com o Regulamento de Inspecdo Industrial e Sanitaria de Produtos de Origem Animal
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(RIISPOA), quando o pH for inferior a 7,85 (BRASIL, 2017). Neste contexto, todos 0s
tratamentos apresentaram valores de pH considerados abaixo do limite aceitavel de acordo
com a legislagéo vigente, ressaltando que o tratamento CRPS foi 0 que apresentou 0s menores
valores. Baron; Villanueva (1972) citado por Bertullo (1975) estimaram que o pH do exsudato
de camardes considerados bons por uma equipe de degustadores se encontrava entre 6,70 e
7,30, considerando aceitaveis aqueles entre 7,31 e 8,00 e inaceitaveis 0s que estavam acima
de 8,00.

A avaliagdo do pH tem fundamental importancia, pois os valores se elevam em
funcdo da producdo de compostos nitrogenados volateis decorrentes da decomposicdo
quimica e microbioldgica no pescado (SIRENO et al., 2014). Porém, deve ser ressaltado que
esse parametro ndo deve ser usado de forma isolada na avaliacdo da qualidade de pescados
(SILVA et al., 2016). Mendes et al. (2005) relataram que o pH deve ser correlacionado a
outros atributos, tais como o0s sensoriais durante a analise de frescor de pescados para ndo
induzir a uma falsa avaliacdo. Pois, a qualidade do pescado também pode ser determinada
através de outros métodos, tais como os microbioldgicos, fisico-quimicos e 0s sensoriais
(OZYURT et al., 2009). No presente estudo, a detecgdo de tal pardmetro foi associada a de

outras analises fisico-quimicas e microbiologicas.

4.7.2 Nitrogénio das bases volateis totais (N-BVT)

Um dos métodos mais utilizados para a determinacdo do frescor do pescado € a
quantificacdo do Nitrogénio das Bases Volateis Totais (N-BVT), pois apresenta uma
metodologia analitica simples e um custo infimo (MALLE; POUMEYROL, 1989). As Bases
Volateis Totais (BVT) sdo originadas do 6xido de trimetilamina (OTMA) e dos aminoacidos
livres e incluem a amdnia, componente majoritario, trimetilamina, dimetilamina e
provavelmente tracos de monometilamina e propilamina, que sdo formados em etapas mais
avancadas da decomposicdo (GUZMAN, 1994). A producdo destas bases volateis totais se da
pela acdo de enzimas enddgenas do pescado e/ou por acdo bacteriana. 1sso causa a perda do
frescor e o aparecimento dos primeiro sinais de putrefacdo do peixe (OLIVEIRA et al.,
2014).

Apesar de existir uma grande variacdo no desenvolvimento das BVT entre as
distintas espécies, esse método tem uma ampla aplicacdo, ja que pode ser utilizado para

espécies de pescado que contém quantidades pequenas ou nulas de 6xido de trimetilamina,
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como peixes de &gua doce, e também para aqueles que tém como caracteristica do processo de
deterioracdo a formagdo de amdnia, sendo o caso dos camardes, elasmobranquios e polvo
(HUSS, 1995).

Os valores de N- BVT (mg/100g) dos exemplares de camardo Litopenaeus
vanammei congelados, descascados e sem cabega, submetidos a diferentes tratamentos

durante 180 dias de estocagem podem ser visualizados na Figura 17.

Figura 17 - Valores médios de N- BVT (mg/100g) dos exemplares de camardo Litopenaeus vanammei
congelado, descascado e sem cabeca; submetidos a diferentes tratamentos durante 180 dias de estocagem.
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FONTE: AUTOR (2019).

* Camardo Sem Revestimento (CSR), Camardo Glaceado (CG) e Camardo Revestido com Polissacarideo
Sulfatado (CRPS). Letras mindsculas diferentes nas colunas dos tratamentos do mesmo dia de estocagem
indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey (ANOVA p<0,05) entre os tratamentos; Letras maiusculas
diferentes nas colunas dos tratamentos de mesma cor indicam que existe diferenca significativa pelo teste de
Tukey (ANOVA p<0,05) em relacdo ao tempo de estocagem.

Nos tempos de estocagem TO, T1, T4 e T6, o tratamento CRPS se diferenciou
significativamente (p<0,05) do tratamento CSR em relacdo aos valores de N-BVT. Entretanto,
com relacdo ao tratamento CG, o CRPS ndo se diferenciou significativamente (p<0,05).

Os tratamentos CSR e CG apresentaram valores préximos, que foram,
respectivamente, uma varia¢do de 0,94 a 2,72 mg de N/100g e 0,33 a 2,04 mg/100g. E o
tratamento CRPS apresentou valores mais baixos com uma variacdo de 0,26 a 1,41 mg de
N/100g. Os niveis de BVT das amostras de camardo Litopenaeus vanammei congelados,
descascados e sem cabeca, nos trés tratamentos, estdo bem abaixo da faixa aceitavel pela
legislacdo brasileira para pescado fresco que estabelece um valor inferior a 30mg de N/100g

de carne (BRASIL, 2017). Os valores baixos de N-BVT encontrados no presente estudo
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podem ser devido as boas condicbes iniciais de frescor dos exemplares de camardo
analisados, bem como uma temperatura ideal durante o seu periodo de estocagem a -18°C.

Queiroga et al., 2014 analisando amostras de camardo Litopenaeus vannamei
submetidas a trés tipos de congelamento (nitrogénio liquido, tinel de congelamento e freezer
doméstico) apresentaram valores crescentes de BVT conforme o aumento do tempo de
estocagem, com valores iniciais variando de 4,14 a 14,45 (nitrogénio liquido); 3,69 a 16,02
(tunel de congelamento) e 6,01 a 15,93 (freezer doméstico), sem apresentar diferenca
significativa (p<0,05) entre os tratamentos, mostrando que os trés tipos de congelamento
conservam o frescor do camardo até o final do seu periodo de armazenamento. Bono et al.
(2012) avaliaram os niveis de BVT durante a estocagem a —18 °C e observaram resultados de
até 86 mgN/100g ap6s oito meses de estocagem. Tsironi et al. (2009) encontraram valores de
até 25 mgN/100g apds oito meses em camardo armazenado a —15 °C. Os trabalhos citados
anteriormente sugerem que quanto maior a temperatura de estocagem, mais elevados tendem
a ser os valores de N-BVT.

Silva (2018) ao avaliar a qualidade de camaréo Litopenaeus vannamei congelado,
obteve resultados semelhantes ao do presente estudo, ou seja, 0os camarfes tratados com
diferentes concentracdes de uma solucdo filmogénica a base de polissacarideo (quitosana)

apresentaram os menores valores de N-BVT durante a estocagem por 180 dias.

4.7.3 Substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS)

A oxidacdo de lipidios ocorre quando elétrons sdo removidos de um atomo ou um
grupo de atomos, ou seja, da-se pela perda de elétrons durante a transferéncia destes de uma
substancia a outra, um de cada vez ou em pares. Essa reacdo & causada pelo oxigénio
atmosférico, menos frequentemente por ozoénio, perdxido, metais e outros agentes oxidantes.
A oxidacdo lipidica leva a formacdo de radicais livres, promovendo alteracdes de diversas
propriedades, principalmente as sensoriais (sabor, aroma, textura e cor) (ARAUJO, 1995).

A velocidade da reacdo de oxidacdo depende do grau de insaturacdo na molécula
do 4cido graxo. Quanto maior € o grau de insaturacdo, maior € a suscetibilidade a oxidacdo. O
elevado grau de insaturacdo das gorduras do pescado, o0 torna bastante suscetivel a oxidacéo,
tornando-o um produto rancoso. Isso acarreta alteracdes ndo apenas no sabor, mas também
pode apresentar riscos associados a formacdo de perdxidos resultantes da degradacdo. Pois
rancificacdo produz um cheiro forte e um sabor acre (OETTERER, 1998; OGAWA, 1999).
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Os valores de TBARS dos exemplares de camardo Litopenaeus vanammeli
congelados, descascados e sem cabega, submetidos a diferentes tratamentos durante 180 dias
de estocagem podem ser visualizados na Figura 18.

Figura 18 - Valores médios de TBARS dos exemplares de camardo Litopenaeus vanammei congelados
descascados e sem cabeca, submetidos a diferentes tratamentos durante 180 dias de estocagem.
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FONTE: AUTOR (2019).

* Camardo Sem Revestimento (CSR), Camardo Glaceado (CG) e Camardo Revestido com Polissacarideo
Sulfatado (CRPS). Letras mindsculas diferentes nas colunas dos tratamentos do mesmo dia de estocagem
indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey (ANOVA p<0,05) entre os tratamentos; Letras mailsculas
diferentes nas colunas dos tratamentos de mesma cor indicam que eXiste diferenca significativa pelo teste de
Tukey (ANOVA p<0,05) em relacdo ao tempo de estocagem.

Durante todo o periodo de estocagem o tratamento CG ndo se diferenciou
significativamente do CRPS, o que demonstra que revestimentos tendem a ter uma boa
capacidade de proteger pescados congelados da oxidacéo lipidica causada principalmente pelo
contato com o oxigénio atmosférico. Nos tempos de estocagem T4, T5 e T6, o tratamento
CSR se diferenciou dos demais com 0 aumento nos valores de TBARS e também durante esse
mesmo periodo de tempo houve a diferenca significativa com relacdo aos outros tratamentos,
levando-se em consideracdo o tempo de estocagem. Os valores de TBARS dos trés
tratamentos variaram de 0,07 a 0,43 mg MAD / kg. Metodologias que mensurem o &cido
tiobarbitarico (TBA) sdo extensivamente utilizadas para determinar o nivel de oxidacao
lipidica (OSAWA et al., 2005). A legislacdo brasileira ndo exige limite estabelecido para
TBARS, porém conforme citado Silva (2018), o produto pode ser considerado em bom estado
para consumo quando o mesmo apresenta valores abaixo de 3,0 mg MAD/kg de amostra,

sendo que segundo este mesmo autor os limites de oxidacédo lipidica para o consumo séo de 7
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a 8 mg MAD/Kkg no alimento. Neste contexto, os resultados encontrados de TBARS (Figura
18) no presente estudo, para todos os tratamentos, ficaram dentro dos valores considerados
aceitaveis durante todo o periodo de armazenamento.

Silva (2018) pesquisando a qualidade de camardo Litopenaeus vannamei
congelado apresentou resultados diferentes ao do presente estudo, pois 0s exemplares de
camardo que foram tratados com o polissacarideo quitosana apresentaram maiores valores de
TBARS. Ja Queiroga et al. (2014) avaliando parametros de qualidade em amostras de
camardo (Litopenaeus vannamei) congelado durante 90 dias de estocagem encontraram
valores préximos ao do presente estudo (0,01 a 0,03 mg de malonaldeido / kg de camarao).
Kirschnik; Viegas (2004) pesquisando alteracdes na qualidade do camardo de agua doce
Macrobrachium rosenbergii durante estocagem em gelo, também detectaram valores baixo

como os do presente estudo.

4.8 Contagem de Bactérias Psicotréficas nos exemplares de camarédo Litopenaeus
vannamei congelados, descascados e sem cabeca durante 180 dias de estocagem.

Os resultados da média do logaritmo decimal das Unidades Formadoras de
Colbnias (UFC) de bactérias psicrotroficas detectadas no musculo do camardo (Litopenaeus

vannamei) estdo detalhados na Tabela 9.
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Tabela 8 - Logaritmo da Media dos valores das Unidades Formadoras de Col6nias das bactérias psicrotroficas
detectadas no musculo de exemplares de camardo Litopenaeus vannamei congelados, descascados e sem cabeca,
durante 180 dias de estocagem.

TEMPO DE

ESTOCAGEM TRATAMENTO MUSCULO (UFC/g)
CSR 3,31
To CG 3,05
CRPS 2,70
CSR 2,90
T, CG 2,67
CRPS 2,63
CSR 3,20
T CG 3,23
CRPS 2,90
CSR 3,19
Ts CG 3,00
CRPS 2,78
CSR 2,87
T, CG 2,71
CRPS 2,47
CSR 3,08
Ts CG 2,88
CRPS 2,45
CSR 2,93
Te CG 2,82
CRPS 1,90/est.

FONTE: AUTOR (2019).
* Camardo Sem Revestimento (CSR); Camardo Glaceado (CG); Camardo Revestido com Polissacarideo
Sulfatado (CRPS); est.. estimada (contagem bacteriana fora do intervalo adotado).

A variacdo expressa em logaritmo do numero de bactérias psicotréficas no
musculo dos exemplares de camardo Litopenaeus vannamei congelados, descascados e sem
cabeca foi de 1,90/est. a 3,31, para os trés tratamentos. O intervalo desta contagem para 0s
tratamentos CSR, CG e CRPS foram, respectivamente, 2,87 a 3,31; 2,67 a 3,23 e 1,9/est. a
2,90. Pode-se perceber de acordo com a Figura 18 que a menor contagem ficou para o
tratamento CRPS. Tal fato sugere que o PS utilizado no presente trabalho apresentou uma

acdo bacteriostatica e/ou bactericida nos exemplares de camarao.
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Figura 19 — Quantificagdo de bactérias psicotrdficas em exemplares de camardo Litopenaeus vannamei
congelados, descascados e sem cabeca, durante 180 dias de estocagem.
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FONTE: AUTOR (2019).

* Camardo Sem Revestimento (CSR), Camardo Glaceado (CG) e Camardo Revestido com Polissacarideo
Sulfatado (CRPS).

Embora no Brasil ndo haja legislacdo que estabeleca limites maximos de
contagens de bactérias heterotr6ficas totais (mesofilas, psicrotréficas e psicréfilas) para
pescado, a Comissdo Internacional de Especificagdes Microbiolégicas para Alimentos
estabelece o limite maximo de 10’ UFC/g (equivalente a 7,0 log de UFC/g) para a populacéo
destas bactérias em pescados destinados ao consumo humano (ICMSF, 1986). Dentro desse
contexto, todos os tratamentos (CSR, CG, CRPS) apresentaram contagens abaixo do limite
estabelecido durante todo o periodo de estocagem.

Em 1978 a Comissao Nacional de Normas e Padrdes Alimentares na Resolucéo de
n°13, adotou limites maximos de CPP de 10° UFC/g em pescados crus, frescos, refrigerados
ou congelados (BRASIL, 1978). Porem, tal fato foi questionado por varios autores
(SIMMONDS; LAMPRECHT, 1980; VIEIRA, 1986) e apo6s Vvarias avaliacOes
microbiolégicas em pescados tais autores chegaram a conclusdo que esse valor ndo seria
adequado e desde 1987 esta contagem ndo é mais utilizada como pardmetro para avaliagdo
microbioldgica da qualidade de pescados (BRASIL, 1987). Entretanto, deve-se enfatizar que a
mesma ainda € bastante realizada com o intuito de se obter informagdes quantitativas e
qualitaivas na area de processamento de diversos alimentos.

Cerqueira et al. (2009) ao pesquisarem polissacarideos funcionais (quitosana e PS

extraidos de Gracilaria triacanthos e Gracilaria birdiae) como revestimentos comestiveis



90

aplicados em queijos, verificaram visualmente que ap6s 48 horas do inicio do exprimento as
amostras de queijo comecaram a apresentar crescimento fungico em suas superficies. A
avaliacdo visual confirmou que as amostras de queijo, que ndo foram revestidas com 0s
polissacarideos, apresentaram crescimento em quase toda a superficie. As amostras revestidas
com o PS extraido da alga vermelha Gracilaria triacanthos demonstraram uma maior inibi¢éo
no crescimento de fungos, quando comparadas as amostras de queijo nédo revestidas.

O consumo de pescados aumentou nos ultimos anos, a medida que os
consumidores se tornaram mais conscientes de seus beneficios nutricionais e dos problemas
de salde associados a outros produtos como frango e carne bovina. No entanto, a composi¢do
quimica dos pescados torna-o favoravel para um répido crescimento e propagacdo de micro-
organismos deteriorantes e patdgenos comuns de origem alimentar (SHOKRI; EHSANI;
JASOUR, 2015). Diante do exposto, a utilizacdo dos parametros de qualidade utilizados,
incluindo os microbiologicos, na avaliagdo de pescados, deve ser considerada de grande

importancia em toda sua cadeia produtiva.
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5 CONCLUSOES

De acordo com os dados obtidos no presente trabalho, pode-se concluir que o
filme comestivel de PS da alga marinha vermelha G. birdiae elaborado no presente estudo,
apresentou um grande potencial como revestimento comestivel. Pois 0 mesmo apresentou
boas caracteristicas termoestaveis e também mecénicas, indicando a sua aplicagdo na
formacgéo de biomateriais.

Os valores de pH, N-BVT e N-TMA das amostras de camardes (L. vannamei) de
todos os 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 que o tratamento CRPS apresentou os melhores valores em termos de frescor. Tal
ocorréncia sugere a utilizacdo do PS no aumento da vida de prateleira de pescados resfriados.
Principalmente devido ao fato de que estes PS podem ser considerados, de um modo geral,
macromoléculas seguras, ndo-toxicas, biocompativeis e biodegradaveis, além de possuirem
baixo custo de producéo e também por ndo causarem danos ao meio ambiente e ainda podem

ser encontradas em abundancia na natureza.
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