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RESUMO

Os residuos do processamento, ainda, sao um dos principais entraves nas industrias pesqueiras
devido aos desperdicios e ao impacto ambiental proximo as propriedades geradoras. Desta
forma, diversas formas de reaproveitamento sdo pesquisadas com o objetivo de gerar novos
produtos com diferentes aplicagdes a partir dos residuos agroindustriais. O objetivo deste
trabalho foi desenvolver e avaliar filmes e revestimentos antimicrobianos de proteinas obtidas
da carne mecanicamente separada (CMS). Para este fim, utilizaram-se proteinas miofibrilares
de tilapia (Oreochromis niloticus), glicerol e acido latico. O perfil de aminoacidos da amostra
de proteinas miofibrilares de tilapia-do-nilo foi caracterizado e as maiores concentragdes
presentes sdo de acido aspartico (12,05 £ 0,05%), acido glutamico (12,18 + 0,04%), lisina
(10,42 + 0,04%) e prolina (8,92 + 0,09%). Na obtencdo dos filmes utilizou-se a técnica de
casting onde forma realizados varios experimentos variando a composicdo da solugdo
filmogénica em relagdo a quantidade de proteina (1%, 1,5% e 2%) e glicerol (0,0%, 0,1%,
0,2%). Os filmes foram caracterizados em relagdo a cor e opacidade, solubilidade em agua,
propriedades mecanicas e permeabilidade ao vapor de dgua (PVA). As solucdes filmogénicas
destes filmes foram utilizadas como revestimento proteico (RP) através da técnica dipping
para avaliar a capacidade molhante ou de espalhamento (/) na superficie de postas de cavala
(Scomberomorus cavalla) e o maior W foi o do revestimento de 1% de proteina e 0,1% de
glicerol. A atividade antimicrobiana dos revestimentos, em relacdo a Escherichia coli,
Staphylococcus coagulase positiva, Salmonella Enteretidis e Vibrio pahaemolyticus, foi
verificada pelo método de difusdo em pocos. Todos os revestimentos desenvolveram
atividade antimicrobiana em relacdo aos microrganismos avaliados. A solucdo filmogénica de
1% PB e 0,1% de glicerol foram utilizadas como revestimento através da técnica dipping para
avaliar as mudancas ocorridas em postas de cavala (Scomberomorus cavala) frescas e
congeladas a -18 £3°C durante 180 dias. Foram avaliadas caracteristicas como perda de peso,
glaciamento e revestimento, pH, N-BVT, TBARS e crescimento microbiologico de bactérias
psicotroficas a 7°C sendo que, em todos os tratamentos, onde a cavala foi revestida com as
solucdes proteica os resultados foram melhores do que o tratamento controle e o tratamento
de glaciamento que ¢ uma pratica ja permitida em legislagdao. Neste aspecto, as analises foram
feitas nos tempos (To, T30, Teo, Too, T120, T150 € T1g0), 0s tratamentos se dividiram em controle

(C), glacimento (G) e revestimento proteico (RP) que continha em sua formulagdo 1 g de



proteina miofibrilar e 0,1 mL de glicerol, pois ¢ a solucdo filmogénica a qual apresentou o
melhor resultado em todas as caracteristicas analisadas.
Palavras-chave: residuos; Pescado; proteinas miofibrilares; filmes e revestimentos

antimicrobianos.



ABSTRACT

Processing waste is also one of the main obstacles in the fishing industry due to waste and the
environmental impact of generating properties. In this way, several forms of reutilization are
researched with the objective of generating new products with different applications from
agroindustry residues. The objective of this work was to develop and evaluate antimicrobial
films and coatings of proteins obtained from mechanically separated meat (CMS). For this
purpose, myofibrillar proteins of tilapia (Oreochromis niloticus), glycerol and lactic acid were
used. The amino acid profile of the myofibrillar protein sample of Nile tilapia was
characterized and the highest concentrations present are aspartic acid (12.05 £ 0.05%),
glutamic acid (12.18 £ 0.04%), lysine (10.42 + 0.04%) and proline (8.92 £ 0.09%). In order to
obtain the films it was used the casting technique in which several experiments were carried
out, varying the composition of the film-forming solution in relation to the amount of protein
(1%, 1.5% and 2%) and glycerol (0.0% 0.1%, 0.2%). The films were characterized in terms of
color and opacity, water solubility, mechanical properties and water vapor permeability
(PVA). The filmogenic solutions of these films were used as protein coating (PR) by dipping
technique to evaluate the wetting or scattering capacity (Ws) on the surface of mackerel
(Scaberulous cavalla) and the highest Ws was the coating of 1% of protein and 0.1% glycerol.
The antimicrobial activity of the coatings, in relation to Escherichia coli, Staphylococcus
coagulase positive, Salmonella Enteritis’s and Vibrio pahaemolyticus, was verified by the
well diffusion method. The coatings at the minimum concentration of 1% (RP) were those
that developed better antimicrobial activity in relation to the evaluated microorganisms. The
film-forming solution of 1% PB and 0.1% glycerol was used as coating by dipping technique
to evaluate changes in fresh and frozen mackerel (Scaberulous cavala) slates at -18 £ 3 ° C
for 180 days. It was evaluated characteristics such as weight loss, glaciation and coating, pH,
N-BVT, TBARS and microbiological growth of psychotropic bacteria at 7°C. In all
treatments, where mackerel was coated with protein solutions, the results were better than the
treatment control and the treatment of glaciation which is a practice already allowed in
legislation. The treatments were divided into control (C), glacier (G) and protein coating (RP),
which contained in its formulation 1 g of myofibrillar protein and 0.1 mL of glycerol, because

it is the film-forming solution which presented the best result in all analyzed characteristics.

Keywords: waste; Fish; myofibrillar proteins; antimicrobial films and coatings.
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1 INTRODUCAO

O simples descarte ou a falta de um destino certo dos residuos da industrializagao
do pescado, hoje, ¢ um dos principais entraves do setor para seu maior desenvolvimento. O
aumento do volume de residuos tem provocado sérios problemas ambientais, sendo que uma
alternativa para minimizar este problema ¢ o seu aproveitamento integral, através da
recuperagdo de seus principais componentes, destacando-se a proteina do pescado
(CHAMBO, et al., 2017).

Com o objetivo principal de reduzir a poluicdo ambiental e problemas com a
estabilidade do ecossistema, materiais ecologicos a partir de polimeros biodegradaveis tém
recebido cada vez mais atengdo. O desenvolvimento de embalagens de material
biodegradaveis tem sido relatado como alternativa do uso de plésticos ndo biodegraddveis
(SUPUT et al., 2017).

Entre os biopolimeros naturais mais utilizados na obtencdo de filmes, estdo as
proteinas, as quais apresentam algumas vantagens, por serem provenientes de fontes
renovaveis e capazes de formar uma matriz continua e coesa (RAMOS , VALDES,
BELTRAN e GARRIGOS, 2016).

Geralmente as metodologias das formulagdes para elaboracdo de filmes
biodegradaveis a base de proteinas sdo constituidas pelos seguintes compostos: agente
formador de filmes (proteina), plastificante (sorbitol ou glicerol), solvente e de ajustador de
pH (SOUZA, 2010).

Os filmes biodegradaveis proteicos destinam-se a auxiliar a manuten¢do da
qualidade e da vida util dos alimentos, controlando a transferéncia de umidade, oxigénio,
didxido de carbono, entre outros. Contribuem para prolongar a vida de prateleira e para
melhorar a qualidade de alimentos, tal como a fun¢do de “barreira de sacrificio”,
proporcionando um obstaculo a transferéncia de massa, levando ingredientes alimentares,
melhorando a integridade fisica e as caracteristicas de manuseio do alimento.

As proteinas em geral possuem uma estrutura com 20 monomeros diferentes, o
que confere uma ampla gama de propriedades funcionais, especialmente um potencial para
ligagdes intermoleculares. Filmes e revestimento a base de proteinas podem formar ligagdes
em posicoes diferentes e oferecem grande potencial para a formacao de numerosas ligacdes
(Ou et al., 2005).

Os filmes e revestimentos a base de proteinas de pescado formam redes,

apresentando boas propriedades mecanicas, como plasticidade e elasticidade, e boa barreira ao
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oxigénio, porém, absorvem muita agua, devido a hidrofilia dos aminoécidos das moléculas de
proteina (PAIVA et al., 2006). As caracteristicas dos filmes e revestimentos proteicos podem
ser modificadas pela adi¢ao de plastificantes hidrofobicos (ZAVAREZE et al., 2012).

Os peixes sdo alimentos altamente pereciveis, que devido suas caracteristicas
fisico-quimicas estdo susceptiveis a rapida degradag¢do. Rico em dgua e uma microbiota
natural, os peixes podem ser veiculo das Doencas Transmitidas por Alimento (DTA’s),
causadas principalmente pelas bactérias nao autdctones do pescado, tais como Escherichia
coli, Staphylococcus coagulase positiva, Salmonella Enteretidis e Vibrio pahaemolyticus
(RODRIGUES, FERRACIOLLI, LUIZ E NAVAL, 2017).

As embalagens com ac¢do antimicrobiana sdo uma forma de embalagem “ativa”
que possuem a funcdo de aumentar a vida util dos alimentos e fornecer seguranca ao
consumidor. Elas possuem melhores fun¢des que as embalagens biodegradaveis que somente
reduzem e retardam a multiplicacdo de microrganismos patdégenos e deteriorantes dos
alimentos (OJAGH et al., 2010).

Neste sentido, os residuos de filetagem de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus),
composto por carcagas, as quais muitas vezes sdao descartadas de forma inadequada
contribuindo, assim, para o desequilibrio ambiental o qual representa um enorme desperdicio
de subprodutos que podem ter alto valor agregado. Devido as estas razodes, este estudo tem
como finalidade o aproveitamento destes residuos na obtencdo de um filme proteico que

apresente atividade protetora e antimicrobiana.
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2 REVISAO BIBIOGRAFICA

2.1 Residuos do processamento do pescado

O maior entrave enfrentado pela industria pesqueira € a produ¢do de residuos e o
inadequado descarte que prejudica o meio ambiente. Os estudos indicam que os residuos de
pescado, em sua maioria, sdo depositados diretamente em lixos governamentais e aterros
sanitarios, entretanto esses locais ndo possuem uma politica de biodegradagdo adequada. Essa
forma de poluicdo ¢ reportada principalmente em locais onde a aquicultura ou pesca sao
praticadas (COSTA, et al., 2017).

O processamento de pescado gera uma quantidade expressiva de residuos ricos
em proteinas e em 4cidos graxos de cadeia longa, entre os quais se destacam os insaturados da
séric Omega-3 (Amaral et al., 2017). Os residuos de pescado podem ser fontes de
concentrados proteicos que podem ser utilizados na fabricagdo de filmes e revestimentos
comestiveis para sua propria conservagao.

Os residuos do processamento, na industria de pesca, podem alcancar cerca de
70% do peso inicial do peixe sendo considerada matéria prima de qualidade e de baixo valor
comercial ndo utilizado na maioria dos casos, tornando-se dejetos que causam prejuizos
ecologicos, sanitarios e economicos. Atualmente, os residuos solidos do beneficiamento de
peixe sdo destinados principalmente a alimentacdo animal, também podem ser aproveitados
para a produgdo de fertilizantes e produtos quimicos, ou quando ndo sdo descartados ou
enterrados, sem nenhuma finalidade, em aterros sanitarios, gerando assim, um impacto
ambiental (ARRUDA, et al., 2007).

Entretanto, o setor pesqueiro devia estar engajado nas propostas de emissdo zero
de residuos, e ainda, dispor de alternativas para o gerenciamento dos residuos gerados, o que
se tornaria um fator diferencial para as empresas de pescado, garantindo a diversificagdo da
linha de produtos, o crescimento sustentavel e a responsabilidade s6cio-ambiental (BRUNO,
etal., 2013).

Em razdo disso, os residuos do processamento de pescado pode ser fonte de
proteina para fabricagdao de solucdes filmogénicas e elaboracdo de revestimentos comestiveis
que se mostra como uma estratégia para aumentar a vida de util dos alimentos. E uma das
principias preocupagdes na producdo de filmes ¢ procurar fontes de materiais de fontes

renovaveis (Cortez-Veja et al., 2013).



18

2.2 Proteina do Pescado como um biopolimero

As proteinas provenientes de pescado apresentam algumas propriedades
vantajosas na elaboracdo de filmes, como habilidade para formar redes, plasticidade e
elasticidade, além de apresentar uma boa barreira ao oxigénio. No entanto, sua barreira ao
vapor de dgua ¢ baixa em razdo da sua natureza hidrofilica, devido essa caracteristica, as
propriedades de barreira e as mecanicas dos filmes a base deste polimero sdo comprometidas
pela umidade. Entretanto, essa caracteristica pode ser modificada pela adi¢do de plastificantes
e/ou aditivos (JANJARASSKUL, KROCHTA, 2010).

Existem trés tipos de proteinas de pescado: sarcoplasmatica, estromaticas e
miofibrilar (DANGARAN et al., 2009). As enzimas, a mioglobina e as proteinas
citoplasmaticas sdo exemplos de proteinas sarcoplasmaticas. Proteinas do estroma incluem
colageno e elastina, enquanto proteinas miofibrilares incluem miosina, actina, tropomiosina e
troponina. Proteinas do estroma e miofibrilar sdo usadas para fazer filmes comestiveis e
revestimentos. Actina ¢ miosina formam as principais fragdes das proteinas miofibrilares. A
miosina ¢ responsavel por uma série de propriedades, como a gelificacdo, a retencdo de dgua e
a emulsificacio (RAGHAVAN e KRISTINSSON, 2008).

Segundo Oetterer, 1996, as proteinas miofibrilares e sarcoplasmaticas sao
facilmente separadas, devido a caracteristica de solubilidade em 4gua, independente da forga
i0nica, das proteinas sarcoplasmaticas que constituem cerca de 35% das proteinas totais do
musculo. As proteinas miofibrilares sdo insoliveis em agua, mas podem ser extraidas e
solubilizadas por meio da variagdo de pH da solugdo.

Assim, as proteinas do musculo de peixe, quando solubilizadas pelo abaixamento
do pH para 2,7, proporcionam solugdes coloidais extremamente viscosas que podem ser
usadas como solucdo filmogénica para a producdo de revestimentos e filmes comestiveis
(CUQ, et al., 1995).

Como ¢ relatado que a actina e a miosina, proteinas miofibrilares, sdo as
principias responsaveis pela formagdo de filmes biodegradaveis, trabalhos ratificaram o
potencial dessas proteinas que sdo consideradas promissoras (MONTERREY-QUINTERO &
SOBRAL, 2000).
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2.3 Proteinas miofibrilares

As proteinas miofibrilares sdo proteinas que em solugdes salinas podem ser
extraidas com solucao de Cloreto de Potéassio (KCl) a uma concentracao igual ou superior a
0,5 M. A miosina e a actina, que constituem % do total de proteinas miofiblilares, sdo as
proteinas contrateis, responsaveis pela contracdo e relaxamento. Essas proteinas tém a
capacidade de formar géis em diversas condi¢des, em um processo que envolve desnaturagao
parcial seguida de agregacao, devida a associacdes moleculares. Essas desnaturagdes podem
ser feitas de varios modos um deles ¢ a reducdo do potencial hidrogenidnico (pH) (VAZ,
2005).

As proteinas miofibrilares sdo proveniente principalmente dos produtos lavados,
desidratado e moidos, com cerca de 75 % de proteinas, que podem apresentar ou nao
caracteristicas sensoriais do pescado, dependendo do método de obtengdo utilizado
(MONTERREY-QUINTERO; SOBRAL, 2000).

Os concentrados proteicos t€ém um elevado valor bioldgico, baixo custo e facil
conservagao, além disso, possuem concentracdes de proteinas superiores a do musculo de
pescado, grande capacidade de hidratagdo, além de uma alta digestibilidade, se comparado a
outras proteinas de mesmo valor comercial (VIDAL et al., 2011).

O método de extracdao e concentracdo das proteinas miofibrilares do musculo de
pescado esta baseado na eliminacdo das proteinas sarcoplasmaticas, de gorduras, pigmentos e
7substancias odoriferas, mediante uma série de lavagens da carne mecanicamente separada de
pescado em agua e solugdes salinas (KUHN; SOARES, 2002).

As proteinas miofibrilares, tém sido concentradas e podem ser utilizadas como
material formador de filmes biodegradaveis conforme diversos pesquisadores. CORTEZ-
VEGA et al. (2012), trabalhando com a proteina proveniente de corvina (Micropogonias
furnieri), realizaram trés ciclos de lavagens na carne mecanicamente separada, utilizando em
cada ciclo uma solucdo de lavagem na proporcao de 1:4 (solugdo:carne), a 7°C por 10
minutos. Foi utilizado solugdo de NaHCO3 a 0,5% para a primeira e segunda lavagens e
solugdo de NaCl a 0,3% para a ultima. Depois de cada ciclo de lavagem, as amostras foram
centrifugadas a 7°C e o sobrenadante que continha gordura e proteinas soltiveis em agua
foram desprezadas.

REBOUCAS et al. (2012), também trabalhou com proteinas miofibrilares

proveniente da carne mecanicamente separada de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus),
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com o tratamento com acido fosforo 0,002% para desodorizagdo e para deslipidificacdo o
etanol na proporcao de 2:1.

A carne mecanicamente separada (CMS) ¢ a parte de musculo que antes era
desperdigada, pois ela ficava aderida entre as espinhas dos peixes. Com o desenvolvimento da
maquina que separa a carne das espinhas, a CMS pode ser matéria prima de baixo custo para

obtencao de proteinas miofibrilares (REBOUCAS et al., 2012).

2.4 Filmes e Revestimentos comestiveis e protéicos

Na prolonga¢do da vida 1til, as embalagens desempenham um papel decisivo na
melhoria da vida de prateleira de alimentos, pois protegem o produto em relagdo ao ambiente
externo ¢ mantém sua qualidade durante o armazenamento. Além disso, o retardo da
deterioragdo do produto, devido a embalagem, significa uma reducdo no desperdicio de
alimentos, o que implica num significativo beneficio que deve ser considerado na cadeia de
fornecimento de alimentos (GOMES et al., 2016).

Atualmente, tem crescido a preocupagdo com o0s impactos ambientais
provenientes das embalagens sintéticas, uma vez que estes constituem materiais nao
biodegradaveis. Nesse contexto, tem crescido o numero de pesquisas sobre materiais
facilmente degradaveis, que ndo agridam ao meio ambiente, com a finalidade de substituir
gradativamente as embalagens pléasticas (BALLESTER-COSTA et a/ 2016).

Os Filmes e revestimentos comestiveis sdo finas camadas continuas de materiais
comestiveis aplicadas em produtos alimentares que agem como barreira a elementos externos
ajudando na conservacgao, pois reduzem a taxa de respiracao, prolongam o tempo de validade,
reduzem a perda de dgua e a carga microbiana superficial. Esses revestimentos sdo um tipo
especial de embalagem e na indistria de alimentos apresentam algumas vantagens, tais como
comestibilidade, aparéncia estética, biocompatibilidade com tecidos humanos, propriedades
de barreira, sendo ndo-toxico, ndo-poluente e de baixo custo (DILARRI et al., 2016).

Esses tipos de embalagens, além de ter efeitos protetores, podem também atuar
como transportadores de aditivos alimentares, incluindo antioxidantes, antimicrobianos,
corantes e saborisantes, podem ainda, ser um indicador de deterioragdo quando associados a
substancias reveladoras, sao as quais mudam de cor quando ocorre uma mudanca no pH, de
tal forma que o proprio consumidor possa avaliar as condi¢des de consumo mediante
indicacdes de alteragdo no alimento (ARHAM et al., 2016) . Assim como resultados, a vida

de prateleira dos alimentos podera ser estendida, o risco do crescimento de patdogenos em
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superficies de alimentos podera ser reduzido e diminuira o risco de intoxicagdo de pessoas por
ingestdo de alimentos inapropiados ao consumo humano (GALUS e KADZINSKA, 2016).

As caracteristicas das embalagens em alimentos sdo de grande importancia, pois a
interacao entre o produto e o vapor de dgua, o oxigénio e o didxido de carbono pode inteferir
na qualidade e validade dos alimentos. A principal fun¢do dos filmes e revestimentos como
embalagem para alimentos ¢ o retardo da transferéncia de oxigénio, didxido de carbono e
umidade entre o alimento e o ambiente. Assim, a permeabilidade ao vapor de agua e ao
oxigénio deve ser a menor possivel a fim de aumentar a vida util do produto (LECETA,
GUERRERO, CABA, 2013).

As propriedades de transporte mais relatadas em trabalhos e pesquisas sdo a
permeabilidade a vapor de 4dgua, a permeabilidade ao oxigénio e a permeabilidade ao didxido
de carbono (VICENTE et al., 2010). A permeabilidade de filmes e revestimento se define
como o fluxo de difusdo de um soluto através do filme, estando a difusdo relacionada com a
concentracdo do soluto nos dois lados do filme.

A permeabilidade ao vapor de agua ¢ a propriedade muito impotante e
determinante na escolha dos filmes ou revestimentos comestiveis, entretanto, propriedades
hidrofilicas dos filmes e revestimentos sdo associadas a sua ndo escolha devido a relagdao
direta entre a agua e a deterioracdo dos alimentos. Ainda nesse contexto, a alta
permeabilidade é uma das desvantagens, ja que muitas vezes ¢ necessario um controle da
transferéncia de vapor de dgua. Assim, a baixa permeabilidade ao vapor de dgua pode ser
benéfica em alguns casos, prevenindo a condensag¢do do vapor de dgua, que pode ser uma
possivel origem da contaminagao microbiana (PINHEIRO et al., 2010).

A adicdo de plastificantes, tais como sorbitol e glicerol, nos filmes t€ém sido
extensamente estudados nos ultimos anos. Os plastificantes quando ndo sdo adicionados,
ocorre microfissuras que aumentam a permeabilidade dos filmes, enquanto que, em outros
casos, a sua adi¢do leva ao aumento dos valores de permeabilidade a vapor de 4gua devido a
maior afinidade do sistema para atrair 4gua, ja que os plastificantes apresentam uma estrutura
hidrofilica (CHINNAN & PARK, 1995).

J& a solubilidade dos filmes fornece informagdes sobre a sua integridade em
sistemas aquosos e indica sua resisténcia a agua. Além disso, quando verificado a
solubilidade, que ¢ uma caracteristica importante se este for usado como embalagem,
certifica-se que o filme ¢ biodegradavel. No entanto, em alguns casos, uma solubilidade

moderada ¢ desejada, por exemplo, em alimentos revestidos que necessitam de cozimento,
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além da fungdo de meio de transporte de antimicrobianos que € necessaria sua liberagdo
constante na superficie do alimento (ELSABEE & ABDOU, 2013).

Outra caracteristica ¢ a capacidade molhante dos revestimentos, que ¢
determinado pela sua eficiéncia de espalhar-se uniformemente sobre o produto revestido e
esta ligada ao processo de revestimento que envolve o “molhamento” do produto. O estudo do
comportamento de molhamento constitui um dos aspectos cientificos mais importantes do
processamento de materiais que apresentam a formacao de fases liquidas em alta temperatura.
A molhabilidade depende diretamente do balango das energias interfaciais solidoliquido-
vapor do sistema e os principais conceitos teoricos envolvidos nestes estudos.

Luz, Ribeiro e Pandolfelli (2008) relatam que a molhabilidade pode ser estudada a
partir de varias técnicas experimentais, sendo as mais conhecidas a elevagdao de um liquido em
um capilar e o espalhamento de uma gota liquida sobre uma superficie sélida. Os métodos
para caracterizar a molhabilidade s3o diversos e incluem algumas técnicas como a da gota
séssil (sessile drop - SD), gota distribuida (dispensed drop - DP), gota transferida (transferred
drop - TD), gota pendente (pendant drop - PD), maxima pressdo da bolha (maximum bubble
presure - MBP), peso da gota (drop weight - DW), entre outras. Estas técnicas de medidas
diversas introduzem uma consideravel disparidade metodoloégica nas medidas de angulo de
contato e tensao superficial.

A da formulagdo das solugdes de revestimentos a serem empregadas sobre a os
produtos alimenticios ¢ de grande relevancia, pois a escolha da quantidade adequada ¢
essencial para a durabilidade e manutencdo dos revestimentos sobre os produtos alimentares.
Desta forma, o estudo da capacidade molhante, bem como das propriedades de superficie dos
produtos sdo de bastante importdncia para a correta aplicacdo destes revestimentos. A
literatura reporta que “a eficiéncia dos revestimentos comestiveis depende principalmente do
controle da capacidade molhante da solugdo usada” (CASARIEGO et al.,, 2008).

A determinacdo da tensao superficial geralmente envolve a medicao de angulos de
contato com varios liquidos de referéncia na superficie do alimento. A energia da superficie
do sdlido ¢ entdo relacionada com a superficie das tensdes dos liquidos e os angulos de
contato. Este método invoca uma estimativa da tensdo de superficie, relatado e estudado

Enredo Zisman (ZISMAN, 1964).
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2.5 Filmes e revestimentos antimicrobianos

A acdo antimicrobiana ¢ o controle da contamina¢ao microbiana, reduzindo a taxa
de crescimento ou inativando os microrganismos no alimento, mantendo a qualidade e frescor
sensorial e nutricional. Geralmente, a principal fun¢do do uso de agentes antimicrobianos em
alimentos tem sido a de estender a vida Util e manter a qualidade de inativagdo de
microrganismos deterioradores e patogénicos (DAVIDSON; HARRISON, 2002).

As doengas de origem alimentar causadas por agentes microbioldgicos sao um
grande e crescente problema de saude publica (BRASIL, 2001). A maioria dos paises com
sistemas de notificagdo de casos de doengas de origem alimentar tém demonstrado aumento
significativo ao longo das ultimas décadas na incidéncia de doencas causadas por
microrganismos em alimentos, como Salmonella spp., Staphylococcus aureus, Listeria
monocytogenes, Escherichia coli O157 entre outros (WHO, 2008).

O aumento da demanda por produtos pouco processados e com “selo verde” que
apresentam as garantias de inocuidade do que aqueles tratados por métodos tradicionais de
conservagdo incentivam as pesquisas para estudar novas formas de garantir a seguranca
alimentar ¢ aumentar a vida util de produtos alimenticios protegidos com matérias
biodegradaveis (FORTUNY; BELLOSO, 2003).

Podemos relatar também perdas econdomicas enormes no setor alimenticio, devido
a contaminagdo microbiana, pois esses alimentos sdo descartados devido ao crescimento de
bactérias, os deixando improprio para o consumo (SAYARI et al., 2016). Nos ultimos anos,
filmes e revestimentos antimicrobianos vém recebendo consideraveis atengdes devido a sua
capacidade antimicrobiana frente a diferentes grupos de micro organismos, tais como
bactérias, leveduras e fungos, sendo que as propriedades antibacterianas e antifingicas sao
mais exigidas (YOUNES et al., 2014).

As pesquisas nesta area sdo muitas e tendem a potencializar o efeito de
antimicrobianos naturais com diferentes compostos. Estudos comprovaram a eficiéncia da
nisina em combinacdo com um agente quelante sobre a Listeria monocytogenes, em alguns

tipos de carnes processadas (HOTCHKISS, 1995; BRODY, 2001).

2.6 Pescado Cavala (Scomberomorus cavalla)

O pescado de forma geral ¢ um alimento de alto valor e qualidade nutricional.

Segundo o Riispoa 2017, ele determina que pescado seja compreendido para espécie de
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peixes, crustaceos, moluscos, anfibios, quelonios ¢ mamiferos de 4agua doce ou salgada,
usados na alimenta¢do humana.

A demanda mundial vem crescendo de forma acelerada em decorréncia do
aumento populacional e da busca por alimentos mais saudaveis. Segundo a “Food and
Agriculture Organization of the United Nations — FAO”, o pescado destaca-se como
importante fonte de alimento, pois uma por¢do de 150 g de peixe pode fornecer cerca de 50-
60 por cento da exigéncia de proteina didria recomendada para um adulto (FAO, 2014).

O Brasil possui uma grande faixa de litoral com intensa atividade de pesca, e
conta com grande variedade de organismos aquaticos importantes recursos pesqueiros com
alto valor econdomico. Uma das principais fontes de pescado marinho provenientes da pesca
extrativa sao peixes pertencentes a familia Scombridae: albacora, atum, bonito, cavala, serra,
entre outros, perfazendo um total de 13 espécies (BRASIL, 2011).

A espécie Scomberomorus cavalla (Cuvier, 1829), comumente conhecida como
cavala, ¢ uma espécie de peixe pelagico amplamente distribuido ao longo do Atlantico
Ocidental. Em recente estudo verificou sua importancia na pesca artesanal no Nordeste do
Brasil, pois nos desembarques, essa espécie representa 8,6% do peso total registrado das
capturas. Assim, a cavala se destaca por ser um recurso pesqueiro em potencial e por ser uma
espécie pelagica e que vive principalmente sobre zona das plataformas continentais como
reportada no Programa Avaliacdo do Potencial Sustentavel de Recursos Vivos na Zona

Econdmica Exclusiva (REVIZEE).

Figura 1- Peixe cavala (Scomberomorus cavalla)

Fonte: www.fishbase.be/photos

Este trabalho teve com objetivo especifico aplicar a solugdo filmogénica de 1%
RP e 0,1% Glicerol, como revestimento em postas de cavala da familia Scombridae e verificar

a manutencao da seguranca e da qualidade nutricional durante 180 dias de estocagem a -18°C.
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3 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratério Tecnologia do Pescado (LATEPE),
integrante do Departamento de Engenharia de Pesca, Centro de Ciéncias Agrarias,
Universidade Federal do Cear4d (Campus do Pici, Fortaleza,Ceard), com parceria da Empresa

Brasileira de Pesquisa e Agropecuaria (EMPRAPA).

3.1 Material Biolégico

3.1.1 Matéria prima para a obtencdo da proteina

Foi utilizada a carne mecanicamente separada (CMS) da tilapia do Nilo
(Oreochromis niloticus), proveniente de industrias de processamento de pescado da cidade de
Or6s/CE, a qual foi transportada em caixa térmica com gelo para Unidade de processamento

do Laboratorio de Tecnologia do Pescado (LATEPE), da Universidade Federal do Ceara.

3.2 Preparacio das proteinas miofibrilares a partir dos residuos de pescado

Para obtenc¢do das proteinas miofibrilares adaptou-se o método utilizado por
MONTERREY-QUINTERO; SOBRAL (2000). A carne mecanicamente separada foi obtida
apos evisceracdo e filetagem, passando por um separador de ossos e espinhas. A polpa obtida
foi lavada em seis ciclos, utilizando em cada ciclo de uma solu¢do de lavagem na proporg¢ao
de 2:1 (solugdo:pasta), a 5°C, durante 10 minutos. Em cada ciclo de lavagem, a temperatura
baixa era mantida com gelo. Uma solugdo de agua destilada a 0,85% NaCl foi utilizada para
primeira, segunda e terceira lavagem e as demais uma solu¢dao de NaCl a 0,1% foi utilizada.
O sobrenadante contendo a gordura e proteina soluvel foi desprezado. A pasta final foi
peneirada através de uma peneira de metal de malha de 1 mm para remover o tecido
conjuntivo e entdo, congelada a -18°C por 24 horas em freezer e posteriormente foi
desidratada em liofilizador (Liotop, L108, Brasil) por 96 horas obtendo-se a proteina
miofibrilar liofilizada utilizada como base para obtencao dos filmes e revestimentos. A Figura

2 apresenta o fluxograma do processo para obtencao das proteinas miofibrilares.
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Figura 2 - Fluxograma do processo para obteng@o da proteina miofibrilar de tilapia (Oreochromis

niloticus).
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Fonte: Autor.

3.3 Caracterizac¢iao das proteinas miofibrilares

3.3.1 Rendimento de proteinas miofibrilares: Carne Mecanicamente Separada (CMS)

Foi determinado o rendimento para cada 100g de CMS quanto de percentual de
proteinas miofibrilares rendia. O rendimento da extragdo foi calculado através da equagdo 1 e
expresso em g de proteina/100g de subproduto (ARNESEN e GILDBERG, 2006;
BENJAKUL, 2010; BINSI, 2009; BORAN e REGENSTEIN, 2009).
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3.3.2 Composicdo centesimal

Foi determinada a composi¢ao centesimal das proteinas miofibrilares, segundo a
metodologia oficial da AOAC Association of Official Analytical Chemists (2005). O conteudo
de umidade das proteinas miofibrilares foi determinado de acordo com o método gravimétrico
em estufa a 100°C; o teor de nitrogénio total foi determinado pelo método de Kjeldahl, sendo
o teor de proteina bruta obtido, através da multiplicagdo pelo fator 6,25; o contetido de
lipidios foi obtido pelo método de Soxhlet e cinzas, por método gravimétrico em mufla a

500°C. As determinagdes foram realizadas em triplicata.

3.3.3 Eletroforese de aminodcidos das proteinas miofibrilares (Aminograma)

A andlise de aminoacidos das proteinas miofibrilares foi realizada no sistema
Biochrom 20 (Pharmacia-LKB). Primeiramente as proteinas miofibrilares liofilizadas (2 mg)
foi hidrolisada com 2 mL de HC1 6 N contendo fenol 1% (m:v). A hidrélise foi realizada em
ampolas de vidro, seladas sob atmosfera de nitrogénio e mantidas em estufa a 110 °C por 24
horas. Apos a hidrélise, as ampolas foram abertas ¢ o HCI juntamente com o fenol foram
eliminados, sob pressdo reduzida, na presen¢ca de NaOH 1 M. Em seguida, os residuos
hidrolizados foram lavados (5 vezes) com agua ultrapura (milliQ) e seco sob pressao reduzida
na presenca de pentdxido de fosforo. Apos a secagem, as amostras foram redissolvidas em
solugdo tampdo estéril de citrato de sodio 0,1 M pH 2,2 e submetidas a andlise de

aminoacidos.

3.4 Elaboracao do filme

Para a obtencao dos filmes de proteina miofibrilar, apos realizacdo de testes
preliminares, foi utilizada a metodologia descrita por Monterrey-Quintero (2000) com
adaptagdes. Realizou-se um planejamento experimental fracionario de 3 tratamentos de
percentual de PM (1,0%, 1,5% e 2,0%) e dentro dos menos tratamentos, 3 variacdes de
percentual de glicerol (0,0%, 0,1% e 0,2%), totalizando 9 tratamentos. O detalhamento

experimental dos tratamentos e suas nomenclaturas sao apresentados pela Tabela 1.
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Tabela 1 — Delineamento experimental dos tratamentos com diferentes concentragdes

protéicas e de glicerol para produgao de filmes e revestimentos.

Tratamentos 0% glicerol 0,1% glicerol 0,2% glicerol
1% Proteina T, Ty T
Miofibrilar

1,5% Proteina T, Ts Tg
Miofibrilar

2% Proteina Ts Ts Ty
Miofibrilar

Onde: T= Tratamentos que variam o percentual de PM e plastizante.

Os filmes proteicos foram obtidos pela técnica de casting conforme metodologia
citada por SOUZA et al. (2010), sendo que inicialmente a proteina miofibrilar (PM) foi
dispersa em agua destilada de pH= 2,7 (ajuste com &cido latico) em um béquer. A dispersao
aquosa foi mantida com agitagdo suave e constante por 30 minutos através de um agitador
eixo-hélice (IKA, modelo RW 20DZM.n), sendo a temperatura controlada em 90°C por uma
manta aquecedora, para hidratacdo da PR. Anteriormente a hidratagdo, ajustou-se o pH da
dispersdo para 2,7 com adi¢ao de acido latico PA - C;HgOs5 utilizando pHmetro de bancada
(KASVI, modelo 200) mantendo-se agitacdo constante da solu¢do aquosa. Em seguida,
adicionou-se o glicerol (Vetec, Quimica) previamente separado, mantendo-se o pH em 2,7
com agitacdo constante e a temperatura da solugdo filmogénica em 90°C durante 30 minutos.
Na sequéncia, a solucao filmogénica foi espalhada (28 mL) em placas de Petri, as quais foram
colocadas em estufa com circulacdo de ar (QUIMIS, modelo 314D 242) a 35°C por 12 horas.
Apos a secagem, os filmes foram armazenados por 48 horas em dessecadores mantidos a 25 +
2°C e umidade relativa de 10 + 2%, controlada usando solucao saturada de silica em gel, até o
inicio das analises. A Figura 3 representa as etapas envolvidas no processo para obtencdo dos

filmes de proteina miofibrilares (PM).
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Figura 3 - Fluxograma do processo para obtencdo dos filmes de proteina

miofibrilares.
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3.5 Caracterizacoes fisicas dos filmes

3.5.1 Permeabilidade ao vapor de dgua (PVA)

A medi¢do da permeabilidade ao vapor de agua (PVA) foi determinada por
gravimetria baseada no método ASTM E96-92 (Guillard, Broyart, Bonazzi, Guilbert &
Gontard, 2003; McHugh, Avena-Bustillos & Krochta, 1993). Os filmes foram selados no topo
da célula contendo 50 mL de 4gua destilada (100% UR, 2337 Pa, pressao de vapor de dgua 20
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°C), sendo colocados em um dessecador a 25 °C a 10% de UR cotendo silica. A mediagdo foi
determinada através da perda da transferéncia da agua do interior da célula para a silica
presente no dessecador. As células foram pesadas em intervalos de 2 horas durante 8 horas.
Condigodes de pressao 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 inclinagdo da curva que representa a perda de peso em func¢ao do tempo foi

obtida por regressao linear. A medida (PVA) dos filmes foi determinada conforme equacao 1:

_ (TTVAxL)
B AP

PVA

Eq. (1)
Onde, TTVA ¢ a taxa de transmissdo de vapor de dgua (g x m-2h-1) medida
através do filme (calculado a partir da inclinagdo da curva dividida pela area do filme), L ¢ a
espessura média do filme (m) e AP ¢ a diferenca de pressdo parcial de vapor da dgua (atm)
nos dois lados do filme. Para cada tipo de filme foram realizadas trés repeticdes. A espessura
de cada amostra foi medida utilizando-se um micrometro digital (Digimess, Sao Paulo,

Brasil), em dez diferentes posi¢des de cada amostra avaliada.

3.5.2 Solubilidade em dagua

A solubilidade em agua foi determinada pela porcentagem da matéria seca do
filme ap6s 24 h de imersao em agua destilada (GONTARD, GUILBERT, CUQ, 1992). Onde
a matéria seca inicial dos filmes foi determinada por secagem de discos com 2 cm de didmetro
a 100 °C em forno a vacuo, durante 24 h. Outros discos serdo cortados, pesados € imersos em
50 mL de agua destilada, com agitacdo periddica, por 24 h a 25 °C. Apds esse periodo, os
filmes serdo retirados e secos (100 °C por 24 h) para quantificacdo da matéria seca final. A
solubilidade foi definida pela diferenca entre a matéria seca inicial e final em relacdo a

matéria seca inicial (trés repeticdes para cada amostra).

3.5.3 Caracterizagdo mecdnica dos filmes proteicos

Foram realizados ensaios de tracdo para caracterizagdo mecanica dos filmes
proteicos (Deformagdo na ruptura (%), Modo de elasticidade (MPa) e Tensao maxima (MPa),
no Laboratdrio de Tecnologia da Biomassa da EMBRAPA Agroindustria Tropical, Fortaleza -

CE. Os corpos de prova utilizados para os ensaios mecanicos foram cortados por uma prensa
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estampadora pneumadtica marca CEAST, cuja pressao de operagdo utilizada foi 7 bar. Antes
da realizacdo dos testes, os filmes proteicos foram acondicionados em um dessecador
contendo nitrato de magnésio hexahidratado (Mg(NO3)2 x 6H20) para manté-los em um
ambiente com umidade relativa e temperatura em torno, respectivamente, de 50 + 5% e 24 +
2°C, por no minimo 40 horas. Nos ensaios de tragao, os corpos de prova com comprimento de
61,92 mm e largura de 12,37 mm foram afixados por meio de garras acopladas a uma travessa
movel da Maquina Universal de Ensaio, seguindo as orientagdes da ASTM-D-882-91 (1991).
A taxa de deformacao de tracao ¢ controlada pelo mecanismo de direcionamento, enquanto a
tensdo de tragdo sustentada pela amostra ¢ registrada pela célula de carga, ambos acoplados a
travessa fixa. O equipamento utilizado para andlise foi o EMIC (Maquina Universal de
Ensaios, modelo DL-3000), com uma c¢lula 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 for¢a maxima na ruptura foi expressa em MPa e
calculada dividindo a for¢a méxima (N) necessaria para romper o corpo de prova pela area
inicial transversal (m2) da amostra. A deformagao na ruptura foi calculada como sendo a
razao 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 cinco vezes para

cada amostra.

3.5.4 Cor e opacidade dos filmes proteicos

A cor e opacidade foram realizados no Laboratorio de Tecnologia da Biomassa da
EMBRAPA Agroindutstria Tropical, Fortaleza - CE. A cor dos filmes foi determinada com
um Colorimetro digital (Konica Minolta CR400) representado na figura 4, utilizando uma
escala L*, a*, b* do sistema CIELab, desenvolvido por Hunter (1975). Onde L* a* b*em que
L* varia de preto a branco (0 a 100), a* varia do verde ao vermelho (-60 a +60) e b* varia de
azul a amarelo (-60 a +60) representado na figura 5. Nove repeticoes foram realizadas para

cada amostra de filme.
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Figura 4 — Colorimetro digital (Konica Minolta CR400).

Fonte: Autor.

Figura 5 - Sistema para padronizagdo da escala de cor (Hunter).
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A opacidade dos filmes proteicos 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 razao entre a opacidade de cada amostra sobre o padrao preto (Yb) e a opacidade de
cada amostra no padrao branco (Yw). Nove repetigdes de cada amostra de filme foram
determinados aleatoriamente para Yb e Yw e a média deles foi usada para os célculos. Os
resultados foram expressos em porcentagem, conforme a equagdo 2 (CERQUEIRA et al.,

2010).

Yh
Opacidade (Y%) = e 100
W
Eq.(2)

3.6 Avaliacao da atividade antimicrobiana dos revestimentos proteicos

3.6.1 Bactérias Padroes

A avaliacao da atividade antimicrobiana dos revestimentos proteicos (1,0%, 1,5%,
2,0%) foi realizada frente a quatro cepas padrdes: Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella enteretidis ATCC 13076 e Vibrio
parahaemolyticus 10C 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

composicao do TSA. As cepas foram incubadas em estufa bacteriologica a 35 °C por 24 h.

3.6.2 Preparo dos indculos bacterianos

Das culturas crescidas em TSA a 35 °C por 24 h, foi retirada uma porcao do
in6éculo e homogeneizada em 9 mL de solugdo salina 0,85% de cloreto de sodio (p/v) para
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella enteretidis ¢ 9 mL de solugdo salina
1,0% de cloreto de sodio (p/v) para Vibrio parahaemolyticus (Vetec) até se obter uma
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 comparavel a solu¢do padrdao 0,5 de
McFarland equivale a uma suspensio contendo, aproximadamente, 1 x 10 unidades
formadoras de colonia por mililitro (UFC / mL) (CLSI, 2013). Cada bactéria-teste, com
concentracdo do inoculo ajustada, foi inoculada, em duplicata, em placas contendo agar
Mueller-Hinton sem adigcdo de NaCl para Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Salmonella enteretidis e com adi¢cdo de 1% de NaCl (p/v) para Vibrio parahaemolyticus, com

auxilio de um swab de algodao estéril (CLSI, 2013). Em cada placa com o meio de cultura
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inoculado com a bactéria-teste, foram perfurados quatro pogos de 6 mm de didmetro com o
auxilio de um perfurador inox esterilizado (BALOUIRI et a/, 2016). Nos pocos foi adicionada
uma aliquota de 50 puL dos revestimentos proteicos nas concentragdes de 1,0%, 1,5% e 2,0%

e, no quarto poco, o0 mesmo volume de plastizante glicerol representado na figura 6.

Figura 6 — Esquema da técnica em difusdo em agar (pogos).
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Ap0s estes procedimentos, as placas foram incubadas em estufa bacterioldgica a
35 °C por 48h. Apo6s o periodo de incubagdo, cada placa foi avaliada e medida todos os halos
presentes na atividade antimicrobiana dos revestimentos proteicos. A presenca de um halo
transparente ao redor dos pocos confirmou o resultado qualitativo positivo da agdo

antimicrobiana dos revestimentos proteicos.

3.7 Tensao Superficial dos Revestimentos proteicos

A tensdo superficial dos revestimentos em postas de pescado foi determinada de
acordo com o método de Zisman (1964), em sistemas que apresentam uma tensao superficial
inferior a 100 mNm™, superficie de baixa energia, o angulo de contato formado por uma gota
do liquido sobre uma superficie solida foi uma fungao linear da tensdo superficial do liquido,

V., onde a fase V € o ar saturado com o vapor do liquido, L). Esta metodologia ¢ aplicada

apenas para superficies de baixa energia. Logo, esta é necessaria para determinar a energia de
superficie de fatias de pescado.

Para um liquido puro, se as interagdes polares e dispersivas sdo conhecidas, e se
teta (@) ¢ o angulo de contato entre este liquido e um solido, a interagdo pode ser descrita em

termos do trabalho reversivel de adesdao, W,, conforme:

W, =W +Wres W, =2x [y xyl +\Jylxy?) Eq. (3)

onde y? e y¢ sdo as contribuigdes polares e dispersivas do solido a ser estudado.

Reorganizando a Eq. (3), obtém-se

1+cosé 2
x T = [yr ;:—f,ﬂ/?/_? Eq. (4)

N ;

A determinagdo do angulo de pelo menos trés compostos puros: formamida,
tolueno e agua ultra pura, sobre a superficie de postas de cavala (Scomberomorus cavalla)

combinada com os respectivos valores dos componentes polar e dispersivo, ird permitir o
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p
calculo tanto da varidvel independente, ({y—f,] , quanto da wvariavel dependente,
L

1+cosé e
2 i

A estimativa da tensdo superficial critica () ¢ realizada por extrapolacdo a

,da Eq. (4).

partir do grafico de Zisman (1964). Os graficos de Zisman apresentam o objetivo de
caracterizar a molhabilidade de superficies de baixa energia. O grafico de Zisman (1964) ¢
obtido tragando o 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 interceptacao
destas curvas com o cos @ =1 ¢ conhecida como a tensdo superficial critica (7). A tensdo de
superficie critica ¢ um ponto imaginario do valor yg, e ¢ frequentemente utilizado para
descrever a capacidade de umedecimento de uma superficie. Ela representa o valor de um
liquido y,, acima da qual a molhabilidade deste liquido em uma superficie solida ¢ completa.

A tensao superficial critica ¢ definida como

7e =limy,, onde & -0 Eq. (5)

3.8 Molhabilidade dos revestimentos proteicos

A molhabilidade foi avaliada pela determinag¢do dos valores do coeficiente de
espalhamento (/) e dos trabalhos de adesdo (W,) e coesdo (W,). As forcas de adesdo
promovem o espalhamento do liquido na superficie sélida e as forcas coesivas promovem a
contracdo do fluido. O comportamento molhante das solu¢des depende principalmente do
equilibrio destas forcas. A tensdo superficial da solugdo de revestimento foi medida pelo
método da gota pendente utilizando a aproximacao de Laplace-Young (SONG e SPRINGER,
1996).

O angulo de contato (@) de uma gota de liquido na superficie solida ¢ definido
pelo equilibrio mecanico da gota sob a ac¢do de trés tensdes interfaciais: solido-vapor (g, ),
solido-liquido (g, ) e liquido-vapor (,, ). A Figura 7 ilustra o esquema representativo das

tensdes interfaciais da gota de um liquido na superficie sélida.
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Figura 7 — Esquema representativo das trés tensdes interfaciais da gota de um liquido na

superficie solida.
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Fonte: ALCANTARA, 2015.

O coeficiente de equilibrio de espalhamento () ¢ definido pela Eq. 6 (RULON

e ROBERT, 1993) e apenas podera ser negativo ou zero.

Wy =W, ~We=Vsy ~Y» ~ Vs Eq. (6)
onde W, e W, sdo os trabalhos de adesdo e coesdo, definidos pelas Equagdes. (5) e

(6), respectivamente,

Wo=Vu+Vsr Vs Eq. (7)
We=2xy,, Eq. (8)

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

medidos por um medidor de dngulo de contato GBX Instrumentation Scientifique acoplado a
uma camera Pixelink Nikon com sistema de analise de imagens, operado em atmosfera e a
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 diametro. O angulo de
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contato dos filés de pescado foi medido pelo método da gota séssil (KWOK e NEWMANN,
1999). As medigodes foram realizadas em menos de 30 s. Dez repeti¢des de medidas de tensao

superficial e angulo de contato foram obtidos a 20,01 0,5 °C.

3.9 Aplicagdo da soluciio filmogénica como revestimento proteico em postas de cavala

(Scomberomorus cavalla)

3.9.1 Preparo da solugdo de revestimento proteico

Foi preparada a solucdo de revestimento proteico, sendo solugdo a 1% (PM), com
aplicagdo de com 0,1% (v/v) de glicerol. As proteinas miofibrilares foram dissolvidas em
solugdo de agua com pH=2,7 ajustada com 4&cido lactico e esterilizada, sob agitagdo em
temperatura ambiente por aproximadamente 30 minutos, posteriormente foi adicionado o
glicerol sob agitacdo por mais 30 minutos. Apds a completa diluicdo, a solugdo foi
acondicionada em uma capela de fluxo laminar (Pachane modelo Pa40) e submetida a

esterilizagdo em Luz Ultravioleta por 30 minutos.

3.9.2 Tratamentos do experimento de vida util das postas de cavala revestidas

Ao todo, foram elaborados 3 tratamentos: in natura, glaciamento e revestido de
PM para as postas de cavala congeladas, com uma anélise no dia inicial (Ty) até um periodo
de 180 dias (Tig0). A cada 30 dias de estocagem estas postas eram avaliadas novamente,
conforme demonstrado a seguir:

e Controle (C) - posta de cavala in natura mantida sobre congelamento.

e Glaciamento (G) — posta de cavala congelada com glaciamento.

e Revestimento Proteico (RP) - posto de cavala congeladas e revestidas de

revestimento proteico 1% com 0,1% de glicerol.

Para a perda de peso, perda de glaciamento e perda revestimento proteico foram
separados sete posta de cavala para cada andlise. Em todas as analises fisico-quimicas para
cada posta foi analisada em triplicata, totalizado 9 repetigdes por tratamento a cada 30 dias.
Para as analises microbioldgicas foi realizada pela técnica de Pour Plate para trés postas por

tratamento.

3.9.3 Aplicagdo do revestimento proteico e o glaciamento
As postas de cavala foram submetidas a aplicagdo da solucao de revestimento por

imersdao. O método consistiu na imersao das postas congelada na solugcdo de revestimento a
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5°C, apds aplicacao foi feita uma drenagem em peneira de malha de ago inoxidavel por 20
segundos e em seguida, cada posta de aproximadamente 120 g, foram acondicionadas em
bandeja de isopor, envolvidas em papel filme e etiquetadas. Para o glaciameamento as postas
foram submetidas a imersdo em agua estéril a 2 °C por 20 segundos, apos aplicagao foi feita
uma drenagem em peneira de malha de ago inoxidavel por 20 segundos e em seguida, as
postas de aproximadamente 120 g cada, foram acondicionadas em bandeja de isopor,
envolvidas em papel filme e etiquetadas, ilustrado pela figura 8. Posteriormente aplicacdo da
solugdo de revestimento e do glaciamento as posta foram armazenadas em refrigerador

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

Figura 8 — Ilustracdo de revestimento das postas de cavala (Scomberomorus cavala).

Fonte:Autor.

3.10 Analise perda de peso, perda revestimento e perda de glaciamento

A perda de peso, perda de revestimento e perda de glaciamento das amostras foi

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

3.10.1 Perda de peso

Para a determinagcdo perda de peso foi separada setes postas de cavala ndo
revestidas, sendo que as postas foram pesadas antes de serem congeladas (W) e depois que
foram congeladas (W;) durante os 180 dias de anélises. O célculo para perda de peso esta de

acordo com a equagdo abaixo:
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ﬁ—% (%\)

1

Perda de peso =

Eq. (9)
3.10.2 Perda de revestimento
Para a determinacdo perda de revestimento foi separada setes postas de cavala e
foram revestidas a 5 °C, primeiro foi determinado a taxa de absor¢ao do revestimento com a
pesagem depois do revestimento (W3) e apos serem congeladas (W4) de acordo com a formula

abaixo:

) Wy— W3
Taxa de revestimento = — (%)
4

Eq. (10)
Para a determinacdo da perda de revestimento foram realizados as pesagem das

postas revestidas (Ws) por cada 30 dias de acordo com a féormula:

_ Ws— W
Perda de revestimento = 7\;(%)
4 3

Eq.(11)
3.10.3 Perda de glaciamento
Para a determinacdo perda de glaciamento foi separada setes postas de cavala e
foram glaciadas a 5 °C, primeiro foi determinado a taxa de absor¢do do glaciamento com a
pesagem depois do procedimento (Wg) e apos serem congeladas (W5) de acordo com a

férmula abaixo:

W7 — We

Taxa de glaciamento = —
7

(%)

Eq. (12)

Para a determinagdo da perda de glaciamento foram realizadas as pesagem das postas

revestidas (Wg) por cada 30 dias de acordo com a férmula:



41
. w
Perda de glaciamento = e

3.11 Analise fisico-quimica das postas de cavala

3.11.1 Determinacdo do pH
O potencial hidrogenidnico foi medido com auxilio de pHmetro digital (Kasvi
modelo K39-1014B) a partir da homogeneizagao de 10 g da posta de cavala foi macerada com

100 mL de agua destilada por 30 segundos de acordo com a metodologia citada nas Normas

Analiticas do Instituto Adolfo Lutz (IAL, 2008).

3.11.2 Analise do nitrogénio das bases volateis totais (N-BV'T)

Para a preparacao do extrato foram pesados em balanga analitica (Ohaus) 10 g das
postas de cavala previamente trituradas em multiprocessador (Arno) e adicionados 90 mL de
acido tricloroacético (TCA) a 7,5% (v/v), ficando em repouso por 5 minutos. Posteriormente,
homogenizado foi filtrado em papel de filtro para obtenc¢ao do extrato.

No tubo de destilagdo foram adicionados 25 mL do extrato filtrado com 5 mL de
hidréxido de sodio 10% (p/v). Utilizou-se, ainda, acido boérico 4% (p/v) com 0,04 mL de
indicador misto (vermelho de metila e verde de bromocresol) no erlenmeyer para a destilacao.
O BVT-N foi medido de acordo com a metodologia, com modifica¢cdes, de Malle e Tao
(MALLE e POUMEYROL, 1989) A destilagdo foi realizada no destilador de Nitrogénio
(TECNAL modelo TE-036/1) até obter o volume total de 50 mL de solugdo no erlenmeyer.
As quantidades de BVT-N foram calculadas a partir do volume de 4cido sulftrico 0,05 M
utilizado para a titulacdo. Os valores foram expressos em mg de N-BVT/100 g de posta de

cavala e calculado através da (Equagdo 14) a seguir:

N-BVT = (14 g/mol X a X b X 300) / 25 mL
Eq. (14)

Onde:
a=mL de acido sulfurico gasto na titulagao
b = normalidade do acido sulfurico (0,1)
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3.11.3 Substincias reativas ao dcido tiobarbitirco (TBARS)

A oxidagdo de lipidos das amostras foi realizada por medi¢ao de substincias que
reagem ao acido tiobarbitirico (TBARS) como descrito por Vyncke (1970). Para a preparacao
do extrato foram pesados em balanca analitica (Ohaus) 10 g da posta de cavala e
homogeneizado em 50 mL de acido tricloroacético (TCA) a 7,5% (v/v), ficando em repouso
por 5 minutos. Posteriormente homogenizado foi filtrado em papel de filtro para obten¢do do
extrato. Foram adicionado 5 mL da solucao do extrato com 5 mL do acido tiobarbiturico a
0,02 M, sendo homogeneizados com auxilio de um agitador de tubos (Vortex modelo QL-
901). Para o branco utilizou-se 5 mL &cido tiobarbitirico e 5 mL de dgua 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 resfriado em 4dgua com
gelo para o desenvolvimento de uma coloracdo rosa.

Para encontrar o valor de TBARS em mg de malonaldeido equivalentes /kg
musculo da posta de cavala utilizou-se a curva padrdo a partir de 1,1,3,3- tetractoxipropano
(TEP). A evolucao da oxidagdo da gordura foi acompanhada pela alteracdo da concentragdo

de substancias reativas com o acido tiobarbiturico.

3.12 Contagem Padrdao em Placas de Psicotréficas

A quantificacdo de bactérias psicrotroficas seguiu as recomendacgdes da American
Public Health Association (APHA), na sua quarta edi¢do do Compendium of Methods for the
Microbiological Examination of Foods (DOWNES; ITO, 2001). Foram macerados 25 g de
musculo e homogeneizados em 225 mL de solugdo salina a 0,85% de NaCl, correspondendo a
diluigdo de 10™". Deste homogenato, foi retirada uma aliquota de 1 mL e diluida em 9 mL de
solugdo salina 0,85%, correspondendo a dilui¢ao 10'2, ¢ assim sucessivamente até a diluicao
107,

A técnica utilizada para o preparo das placas foi o de Pour-plate. Os tubos de cada
dilui¢do, com as postas de cavala, foram homogeneizados com auxilio de um agitador de
tubos (Vortex modelo QL-901). De cada dilui¢do foi retirada uma aliquota de 1 mL e
inoculada em placas de Petri, em duplicata, na qual foram colocados 15 mL de Agar Padrao
para Contagem (PCA) pela técnica de pour plate (SWANSON, PETRAN, HANLIN, 2001).
As placas para contagem de bacterias psicrotroficas foram invertidas e incubadas a
temperatura de 7°C por 10 dias em Estufa de incubacdo do tipo DBO (QUIMIS modelo Q
315M26).
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3.13 Analise estatistica

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 STATISTICA 7.0 (versdao 10, STATISTICA
Statsoft Inc., US).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Rendimento de proteinas miofibrilares: Carne Mecanicamente Separada (CMS)

O percentual de rendimento do processo de obteng¢do de proteinas miofibrilares
foi de 18,70%. As sucessivas lavagens da CMS retiraram gordura, sangue, mineral e proteinas
sarcoplasmaticas, permanecendo uma concentragao consideravel das proteinas miofibrilares e
0 peneiramento retirou, também, o tecido conjuntivo. Vidal et al. (2011) obtiveram
rendimento de residuo de 18,34% ao trabalhar com concentrado proteico de tilapia
submetidos a varios ciclos de lavagens de dgua e H3POy4 (0,05%) para alcangar o ponto
isoelétrico da proteina miofibrilar (pH + 5). Pereira (2015), também, através de sucessivas
lavagens centrifugagdo e filtragdo obteve um rendimento de 16,8% de proteinas miofibrilares
de subprodutos de pescada amarela (Cynoscion acoupa). Desta forma, pode-se considerar o
rendimento da proteina miofribilar obtida foi satisfatério, tendo se situado entre os valores
médios observados na literatura.

As lavagens podem remover as proteinas de baixo peso molecular tal como as
proteinas sarcoplasmaticas, levando ao aumento da concentragdo de proteinas miofibrilares
que desempenham um papel importante na formagdo de uma forte rede de pelicula
filmogénica (HAMAGUCHI, et al.,2007) . Segundo, Hemung e Chin (2013) proteinas
sarcoplasmaticas sdo soluveis em dgua ou em solugdes de baixa forga idnica.

Zavareze et al. (2012) afirma que proteinas miofibrilares sdo normalmente
insoluveis em agua, mas podem ser solubilizadas quando o pH da solugdo ¢ acido. Essas
proteinas, que sao completamente estendidas, apresentam cadeias de polipeptideos fortemente
associadas entre si, em estruturas paralelas. Por esta razdo, essas proteinas sdo capazes de
formar uma matriz continua (Cugq et al., 1995; Monterrey-Quintero & Sobral, 2000).

A principal importancia da lavagem consiste na remog¢do das proteinas soluveis
em agua, resultando no aumento da concentragdo de proteina miofibrilar (actomiosina), o que

melhora a forca de gel e a elasticidade (BELIBAGLI ef al., 2003).

4.2 Composicao centesimal da CMS e das proteinas miofibrilares

Na Tabela 2 estdo apresentados os resultados referentes a composi¢ao centesimal

da carne mecanicamente separada de tilapia (Oreochromis niloticus) e das proteinas

miofibrilares obtidas.
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Tabela 2 — Composi¢ao centesimal da CMS de tilapia e das proteinas miofibrilares.

Componente CMS (Oreochromis niloticus) Proteinas Miofibrilares
Umidade 75,90+0,12%* 1,53
Proteinas 12,92+0,16* 87,33+0,77*

Cinzas 0,96+0,021* 9,46+0,26*
Lipidios 9,80+0,29* 1,68+0,57*
Carboidratos 0,64+0,05 0,21+0,09

*Sd0 £ os desvios padrdes dos resultados.

O valor proteico de 12,92% na CMS e 87,33% de proteinas miofibrilares
encontrado neste trabalho indica que o processo de extracdo de proteinas miofibrilares
utilizado foi realizado de maneira adequada.

Os valores reportados por Monterrey-Quintro & Sobral (2000) referem-se ao
preparo e caracterizacdo de proteinas miofibrilares liofilizadas de tilapia-do-nilo para
elaboragdo de filmes, encontrando valores para proteinas, lipideos e cinzas de 93,22%, 2,4% e
1,69, respectivamente. Garcia e Sobral (2005) encontraram uma quantidade de proteina igual
a 80% para proteinas miofibrilares liofilizadas de tilapia-do-nilo.

Oetterer (2006), pesquisando o perfil proteico de residuos de processamento de
tilapia (Oreochromis niloticus) para fabricacdo de silagem, obteve valores similares a este
trabalho de 12, 85% e 59,27% fresco e extrato proteico, respectivamente. Os resultados
indicam a utilizag¢do potencial dos residuos de processamento da Tildpia-do-Nilo, como fonte
protéica.

Neste trabalho os valores obtidos para os componentes centesimais, com relagao
aos teores de proteinas e lipidios foram inferiores e o teor de cinzas foi superior ao encontrado
por MELLO et al. (2010), que em surimi de tilapia, obtiveram valores de 92,11% para

proteina, 1,70% para lipidios e de 6,18% para cinzas.

Assim como neste trabalho, Rebougas, Rodrigues, Castro e Vieira (2012),
estudando a carne mecanicamente separada € o concentrado protéico de peixe obtiveram
resultados semelhantes, respectivamente, para os seguintes percentuais umidade (77,24 e

4,85%), proteina (17,48 e 85,16%)), lipidios (4,46 e 8,20%) e cinzas (1,02 e 2,45%).
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4.3 Perfil de aminoacidos das proteinas miofibrilares (Aminograma)

Os resultados para determinac¢do do perfil de aminoacidos totais presentes na
proteina miofibrilar liofilizada da tilapia (Oreochromis niloticus) estao descritos na Tabela 3
em comparacao com as quantidades exigidas de aminoacidos essenciais pela Organizacdo das

Nagodes Unidas para a Alimentagdo e a Agricultura (FAO).

Tabela 3 — Perfil dos Aminoacidos presentes nas proteinas miofibrilares da tilapia

(Oreochromis niloticus) em comparagdo com as exigidas pela FAO.

Aminoscidos gAminoé?ido/ 100g Padrao da FAO
Proteina**
Alanina 5,32+0,12
Acido glutdmico 12,18 + 0,04
Acido aspartico 12,05 + 0,05
Serina 4,43 + 0,06
Glicina 4,38+ 0,10
Histidina** 2,63 +0,07
Arginina** 2,74 + 0,05
Treonina** 4,69 + 0,08 4,00
Tirosina 3,42 +0,03 2,00
Triptofano™ - 1,00
Valina** 6,37+ 0,12 5,00
Metionina** 3,17 +0,03 3,50
Cisteina 0,70 + 0,02
Isoleucina** 5,93 +0,06 4,00
Leucina** 8,41 +0,01 7,00
Fenilalanina** 4,2+ 0,06 4,00
Lisina** 10,42 + 0,04 5,50
Prolina 8,92 + 0,09

*Nao determinado. ** Aminoacidos Essenciais.

O resultado para o perfil de aminoacidos encontrados nas proteinas miofibrilares ¢
satisfatorio, pois ocorreu a presenca de todos os aminoacidos essenciais Histidina, Arginina,

Treonina, Valina, Metionina, Isoleucina, Leucina, Fenilalanina, e Lisina em niveis
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satisfatorios e maiores que a determinagdo da FAO. Exceto o Triptofano que ¢ perdido e ndo
foi quantificado.

As maiores concentracdes presentes sdo de acido glutdmico (12,18%), acido
aspartico (12,05%), lisina (12,42%) e prolina (8,92%). Observa-se uma concentragdo muito
baixa de cisteina (0,70%), o que implica uma baixa densidade de ligagdes dissulfeto (-S-S-).
A auséncia de asparagina e de glutamina deve-se a sua degradacdo durante a hidrélise dcida a
que foi submetida a amostra para a analise, evidenciada pela presenga de acido cloridrico
(6N).

Quando se compara a composi¢do de aminoacidos da amostra de proteinas
miofibrilares de tildpia do nilo obtida nesta pesquisa, com os resultados de aminoacidos
essenciais, apresentados por Monterrey-Quintero e Sobral (2000), para concentrado proteico
(concentrado de proteinas miofibrilares somente de musculo) a base de musculo de tilapia,
sdo observados valores muito proximos, sem exce¢do. Porém, nesta pesquisa se foi utilizada
CMS, essa relagdo determina que nos residuos de processamento ainda estejam presentes
quantidades satisfatorias de proteina.

Chalamaiah ef al., (2012) afirma que aminoacidos sdo essenciais para sintese de
uma grande variedade de proteinas com func¢des importantes, incluindo transportadores de
oxigénio, vitaminas, CO,, enzimas ¢ proteinas estruturais. O perfil de aminoacidos dos
alimentos tem um papel importante em varias atividades fisioldgicas do corpo humano e
afeta, direta ou indiretamente na manutencao da boa saude.

Segundo Rebougas, Rodrigues, Castro e Vieira (2012), os principais aminoacidos
essenciais encontrados em organismos aquaticos sao a arginina, leucina e lisina. Neste estudo,
também foram observados, além destes, todos os aminoacidos essenciais.

De acordo com Silva et al., (2010) os aminoacidos aspartato, glutamato, lisina e
leucina sdo conhecidos por desempenharem um papel-chave no processo de cicatrizagdao de
feridas. Os principais aminodcidos sdo acido glutamico, acido aspartico e lisina por serem
considerados componentes importantes em processos de cura, pois qualquer deficiéncia
nesses componentes essenciais vai dificultar o processo de recuperacdo. Os aminoacidos de
cadeias ramificadas (ACR) sdo relevantes para a manutencdo da proteina corporal além de ser
fonte de nitrogénio para a sintese de alanina e glutamina. O papel fundamental dos ACR —
especialmente a leucina — ¢ na regulacdo de processos anabolicos, apresentam potenciais
efeitos terapéuticos; favorece o processo de cicatrizacdo; melhorar o balango proteico
muscular em individuos idosos; e propiciar efeitos benéficos no tratamento de patologias

hepaticas e renais.
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Arruda et al., (2006) estudando a silagem proveniente de residuos de
processamento de tildpia do Nilo (Oreochromis niloticus) determinou o potencial desse
material, rico em proteinas e lipidios, ele ¢ muito importante, pois ndo s6 diminui custos e
melhora a eficiéncia da producdo, como também, minimiza os problemas de poluicao
ambiental, gerados pela falta de um destino adequado para esse material. Considerando os
resultados deste trabalho e dos demais, logo, entende-se que as proteinas miofibrilares sdo

ricas em aminodcidos em sua composicao e estrutura.

4.4 Obtencao e caracterizacio do filme

As proteinas miofibrilares apresentaram 6tima apresentacdo e forma, ou seja, sem
nenhuma caracteristica de aglomeragdo, podendo ser manipuladas de forma facil,
apresentando uma colorag¢do aproximando do branco. Os filmes elaborados com as proteinas
miofibrilares de tilapia (Oreochromis niloticus) mostraram-se flexiveis e facilmente
manipulaveis, com bom aspecto visual. A figura 9 mostra os filmes elaborados a partir de

proteinas miofibrilares e plastificantes.

Figura 9 - Filmes elaborados com proteina miofibrilar e glicerol.

Fonte: Autor.

Observou-se durante a producdo, que os filmes sdo bastante flexiveis, este fato

pode ser observado na sua remogao das placas de acrilico, porém quanto maior a quantidade
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de proteina nos tratamentos menor o perigo de ruptura. Também, foi observado que com a
adi¢ao do plastizante (GLICEROL), ocorreram alteracdes nas propriedades dos filmes que
sofreram alguma adi¢ao devido aos tratamentos em relagdo ao grupo controle.

O glicerol possui carater hidrofilico devido a presenca de grupos hidroxila na
cadeia, possibilitando uma maior interagdo. Apesar dos plastificantes serem bons aditivos para
os filmes, pois melhoram a flexibilidade do filme e facilitam seu manuseio, a sua utilizacdo
deve ser analisada, devido ao fato de alterar as propriedades de barreira, como permeabilidade
aos vapores de agua e solubilidade (SOUZA et al., 2010).

A elaboragdo de filmes e revestimentos comestiveis a partir de proteinas
miofibrilares tem sido amplamente relatada em estudos, pois as proteinas provenientes de
pescados possuem inlimeras vantagens, tais como, habilidade para formar redes, plasticidade
e elasticidade, além de apresentar uma boa barreira ao oxigénio (HAMAGUCHI; WUYIN;
TANAKA, 2007, PASCHOALICK; GARCIA; HABITANTE, 2002, ZAVAREZE, et al.,
2012).

4.4.1 Permeabilidades ao vapor de agua (PVA) e solubilidade

A Tabela 4 mostra os resultados obtidos para a permeabilidade aos vapores de
agua, solubilidade e espessura determinados para cada uma das formula¢des de filmes

produzidas com proteinas mioibrilares e plastificantes, os testes foram feitos em triplicata.

Tabela 4 — Valores de Permeabilidade do vapor da agua (PVA), solubilidade e espessura dos
filmes de proteinas miofibrilares (1,0%, 1,5% e 2,0%) com ou sem adi¢cdo de glicerol nas

concentragoes de (0; 0,1; 0,2%).

Permeabilidade ao Espessura
Concentracao dos vapor de agua - Solubilidade
PVA (g/m.dia.atm) (mm)
Filmes (%) %
1%PM 0,0%G 0,61+0,49* 17,09+0,32% 0,089?
1%PM 0,1%G 0,66+0,27* 17,93+0,24 0,096
1%PM 0,2%G 0,71+0,73? 17,98+0,13* 0,098
1,5%PM 0,0%G 0,86 +0,96™ 18,09+0,32 % 0,103 "

1,5%PM 0,1%G 0,87 +0,82% 18,13+0,39° 0,100°
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1,5%PM 0,2%G 0,90+0,22 >4 19,27+0,23° 0,111
2%PM 0,0%G 0,93+0,12 >4 20,09+0,25 ¢ 0,105
2%PM 0,1%G 0,94+0,24 > 21,03 +0,14¢ 0,109
2%PM 0,2%G 1,04+0,53% 22,27+0,09° 0,112°

PM= Proteinas miofibrilares e G= Glicerol. As médias mais o desvio padréo com letras distintas possui diferenga
estatistamente significativa entre si pelo teste de Tukey (ANOVA p<0,05).

Os valores encontrados para permeabilidade ao vapor de agua dos filmes
proteicos variaram de 0,61 a 1,04 g.mm /kPa.dia.m? ocorrendo diferenga significativa entre
os valores dos experimentos.

O acréscimo de 0,5% de proteina miofibrilar na elaboragdo dos filmes de 1,5%
para 2,0% possibilitou identificar uma relagdo direta entre concentracdo de proteina ¢ PVA.
Com o aumento da taxa de proteina, maior era a permeabilidade ao vapor de agua para os
filmes de 1,5% e 2,0 % de proteinas miofibrilares. Quando analisado o nivel glicerol para os
filmes proteicos produzidos observou-se uma influéncia na permeablidade ao vapor de agua.
Para as formulagdes de 1%, 1,5% e 2,0% de proteina com o aumento na adi¢do de 0,1% para
0,2% de glicerol houve um aumento na PVA com uma diferenga estatistica significativa
(p<0,5). Na concentracdo menor do glicerol 0,1% ndo afeta tanto a perda de vapor para os
filmes de 1,5% e 2,0% de proteinas miofibrilares.

Conforme Rivero et al. (2016), ressalta a utilizacao de glicerol na permeabilidade
ao vapor de agua dos filmes, pois aumenta com o incremento da quantidade de proteina,
estando diretamente relacionada com o numero de grupos polares (grupos laterais dos
aminoacidos polares) disponiveis nas cadeias proteicas (—-OH, -COOH e —NH3), o que foi
verificado neste trabalho ao aumentar a quantidade de proteina com acréscimos de 0,5% na
formulacao dos filmes proteicos.

O carater hidrofilico do glicerol reduz as forgas intermoleculares por cadeia
polimérica facilitando a migracdo de moléculas de vapor de agua e, portanto, resultar em
maiores valores de permeabilidade para os filmes produzidos com uma maior concentracao de
PM e plastizante.

O aumento na permeabilidade do vapor de agua com a adi¢do de crescente de
glicerol para filmes de proteinas miofibrilares de tilapia do nilo, ja foi relatado no estudo feito
por Sobral et al., (2005), com proteinas miofibrilares de tilapia do Nilo com concentragio de

15% e 65% de glicerol, houve uma diferenga estatisticamente significativa (p<0,05) nas duas
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concentragdes de glicerol. O glicerol aumenta a perda de agua dos filmes de 1,0% e 2,0% de
proteina, assim o platificante tem efeito sobre a permeabilidade do vapor de dgua.

Em filmes de proteinas solaveis de surimi de pescado Bourtoom (2008),
obtiveram para permeabilidade ao vapor de agua, valores superiores ao deste trabalho, que
variaram de 30,41 para 79,96 gmm / kPa.dia.m? e consideraram este valor elevado a
mudancas na estrutura da rede proteica.

Zavareze et al., (2012) estudando diferentes concentragdes de proteinas
miofibrilares de corvina (Micropogonias furnieri) 3%, 4% e 5% abservaram o aumento na
permeabilidade ao vapor de 4gua com o acréscimo de proteinas miofibrilares de corvina. Eles
determinam que a permeabilidade ao vapor de dgua dos filmes aumenta com quantidades
crescentes de proteina, estando diretamente relacionada com o nimero de grupos polares
(grupos laterais dos aminoécidos polares) disponiveis nas cadeias proteicas (—-OH, -COOH e
—NH,).

Os valores encontrados para solubilidade dos filmes proteicos variaram de 17,09
% a 22,27%, ocorrendo diferenca significativa entre os valores dos experimentos. Ao analisar
a solubilidade dos filmes de 1,0%, 1,5% e 2,0% com o aumento crescente no valor de proteina
e do glicerol houve um aumento na perda do material, conseguindo manter um maior
percentual do polimero quanto maior a concentragdo do glicerol com uma diferenga
estatisticamente signitiva (p<0,05) em todas as concentracdes estudadas.

A solubilidade dos filmes a base de proteinas miofibrilares de tildpia-do-nilo foi
verificada por Monterrey-Quintero; Sobral (2000), obtendo valores inferiores a este trabalho,
que variaram de 12,3 a 19,5%, sendo este menor valor atribuido a utilizagdo de fracdes
proteicas de alto peso molecular.

Segundo Zavareze et al. (2012) a solubilidade dos filmes depende dos
componentes de sua estrutura. Proteinas com alta massa molecular sdo geralmente insoliiveis
ou pouco soltiveis em agua. A Solubilidade de filmes reportados por eles variou de 27-28% ao

trabalharem com proteina miofibrilar de corvina (Micropogonias furnieri).

4.4.2 Caracterizacio mecanica dos filmes

A Tabela 5 mostra os resultados obtidos para deformagdo na ruptura, modo de
elasticidade e tensdo maxima determinados para cada uma das formulagdes de filmes
produzidas com proteinas mioibrilares e plastificantes. Com a finalidade de embalagens, os

filmes devem possuir propriedades mecanicas de resisténcia que garantam a integridade do
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material que ird ser protegido. A resisténcia a tracdo ¢ a tensdo maxima que o filme pode ser
submetido e a elongagdo ¢ a capacidade do filme em esticar (KHALIL et al., 2017). Os
valores de deformacdao na ruptura na Tabela 4, variaram entre 0,81 MPa e 177,14 MPa,
ocorrendo diferenca significativa entre os valores dos experimentos. Com relagdo a
elasticidade os valores variaram de 29,13 % a 874,39%, ocorrendo diferenga significativa
entre os valores dos experimentos. E a tensdo maxima variou de 13,61 MPa a 4,40 MPa,

ocorrendo diferenca significativa entre os valores dos experimentos.

Tabela 5 — Valores obtidos para deformagdo na ruptura, modo de elasticidade e tensdo
maxima dos filmes de proteinas miofibrilares (1,0%, 1,5% e 2,0%) com ou sem adi¢ao de

glicerol nas concentragdes de (0; 0,1; 0,2%).

Concentracio dos Deformacio na Modo de Tensao
Filmes (%) ruptura (MPa) Elasticidade(MPa) Maxima (MPa)
1%PM 0,0%G 77,45+0,44° 86,18+0,13° 10,860,992
1%PM 0,1%G 177,14+0,23° 29,13 +0,09° 4,64+0,89°
1%PM 0,2%G 155,11+0,78° 28,19+0,44° 4,40+0,23°
1,5%PM 0,0%G 1,68+0,13°¢ 874,39+0,58° 12,0120,76°°
1,5%PM 0,1%G 47,37+0,69° 377,7+0,28 ¢ 7,440,774
1,5%PM 0,2%G 163,69+0,59 > 33,830,531 4,94 +0,23%
2%PM 0,0%G 0,81+0,78 600,09+0,24 ¢ 6,91+0,55 ¢
2%PM 0,1%G 6,12+0,77% 434,84+0,23 " 10,20+1,66 *
2%PM 0,2%G 1,51+0,29 105,51 1,038 13,6140,93 *f

PM= Proteinas miofibrilares e G= Glicerol. As médias mais o desvio padrao com letras distintas possui diferenca
estatistamente significativa entre si pelo teste de Tukey (ANOVA p<0,05).

Para a deformagdo na ruptura (DR), observou-se um aumento para os filmes
proteicos de 1,0% com adicdo dos trés niveis de glicerol testados, quanto maior concentragdo
do glicerol melhor era a capacidade de alongamento para os filmes estudados. O mesmo se
observou quando analisado os filmes de 1,5%. Embora, os filmes de 2,0% de PM para o
aumento deformacdo na ruptura com adicdo crescente do glicerol, ndo apresentou um
crescimento continuo. Para determinar o modulo de elasticidade (E) e tensdo maxima dos
filmes proteicos, observou-se um decréscimo em relacao a concentragao de glicerol (%) para

todos os tratamentos estudados apresentando diferenga estatistica entre os menos.
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O glicerol tem como principal finalidade melhorar a flexibilidade e estrutura do
polimero, pois ¢ conhecido que os plastificantes sdo matérias de baixo peso molecular, e essa
caracteristica facilita a interacdo do plastificante com os polimeros, devido a ocupagao dos
espacos intermoleculares da cadeia do polimero o que causa a reducao das forgas secundarias
entre eles (JARAMILHO et al., 2016).

A utilizacdo de plastificante ¢ necessaria para reduzir a fragilidade e para
melhorar a capacidade de trabalho do filme ao reduzir as interagdes intermoleculares entre as
cadeias adjacentes do biopolimero, o que resulta em um aumento da mobilidade destas
cadeias e consequentemente, em peliculas flexiveis. Como consequéncia, a um nivel
macroscopico, os filmes apresentam uma reducdo na resisténcia mecanica € um aumento na
permeabilidade ao vapor de dgua e na elasticidade (SOBRAL et al., 2005).

Virias sdo as estratégias para melhorar as propriedades mecanicas dos filmes
comestiveis, a principal delas ¢ a adicdo de plastificante (GIANNAKAS et al., 2016). As
proteinas miofibrilares formam filmes quebradigos e com baixa resisténcia mecanica, assim ¢
necessario a adicado de um plastificante para melhorar essas propriedades e permitir a sua

utilizagdo na produgdo de filmes para embalagens (FIORI ef al., 2014).

4.4.3 Cor e Opacidade dos filmes proteicos

Neste estudo a opacidade dos filmes proteicos variou de 300,96% a 273,07%
conforme demonstrado na Tabela 6 que ilustra os resultados obtidos para Luminosidade (L),
a* e b* para cada uma das formulagdes de filmes produzidas com proteinas mioibrilares e
plastificantes.

As concentragdes diferentes dos filmes proteicos com as combinacdes de glicerol
apresentaram uma variagdo de 85,64 + 0,12 a 95,45 +1,34 para os valores de luminosidade.
Os filmes proteicos de 2,0% apresentaram maiores valores de luminosidade quando
comparados aos filmes de 1,0% e 1,5% de PM, existindo uma diferenga estatisticamente
significativa (p<0,05) entre eles. Os filmes de 1,0% e 1,5% de proteina miofibrilares possuem
valores de luminosidade menores e diferentes estatisticamente, com isso protegem, de forma
diferente, os alimentos contra a luz e a sua penetracao. O aumento na concentracao do glicerol
ndo proporcionou uma diferenca estatistica entre os dois primeiros tratamentos.

Os filmes opacos dificultam a transmissdo de luz, o que pode ser uma
caracteristica desejada, quando a luz ¢ um fator de deterioracdo do produto embalado. No

entanto, a transparéncia ¢ uma caracteristica importante em algumas aplicagdes, como em
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embalagens de alimentos (FURTADO, 2013). Neste estudo observou-se uma maior opacidade
nos filmes proteicos de maior concentragdo de proteina aos filmes de menores concentragdes,
provavelmente pela coloragdo caracteristica das proteinas miofibrilares.

A cor dos filmes ¢ de extrema importincia para embalagens, pois essas
propriedades podem propiciar uma boa atividade Optica no controle da incidéncia de luz, mas,
ao mesmo tempo, tem que assegurar uma transparéncia ao produto para que o consumidor
visualize o alimento com suas caracteristicas inalteradas (COSTA et al., 2017). Ja a adicao de
glicerol ndo interferiu nos valores de luminosidade nas concentracdes de 1% e 2% de PM dos

filmes.

Tabela 6 - Valores obtidos para luminosidade, a*, b* e opacidade dos filmes de proteinas
miofibrilares (1,0%, 1,5% e 2,0%) com ou sem adicao de glicerol nas concentragdes de (0O;

0,1; 0,2%).

Concentracao dos

Filmes (%) L* a* b* Opacidade%
1%PM 0,0%G 85,64+0,12° 1,57+0,45° 0,31+0,34*  273,07+0,64°
1%PM 0,1%G 85,44+0,19° 1,24+0,23° 0,30+0,44*  273,18+0,38"°
1%PM 0,2%G 86,09+0,67 * 1,57+0,32* 0,31+0,34*  275,40+0,54°

1,5%PM 0,0%G  88,45+0,55" 1,74+0,34 >4 0,35+0,67*  284,65+0,22°
1,5%PM 0,1%G  88,45+0,44° 1,74+0,45 % 0,35+0,12*  284,65+0,56°
1,5%PM 0,2%G  88,42+0,33°" 1,76+0,34 % 0,29+0,18*  283,23+0,22°
2%PM 0,0%G 90,67+0,89 © 1,90+0,67 '8 -1,3340,98°  300,46+0,94 "
2%PM 0,1%G 95,45+1,34 ¢ 1,89:£0,56 '8 -1,33+1,04°  296,01+1,04°
2%PM 0,2%G 90,67+1,34 1,90+£0,45 %' -1,33+1,04°  296,01+0,97°

*L= luminosidade, a*=coordenada vermelho/verde (-) e b*= coordenada amarelo/azul (-).

Para valores de a* (eixo verde — vermelho), para os filmes de 1,0% de PM houve

diferenca estatistica (p<0,05) em relagdo aos filmes de 1,5% e 2,0%. Esses valores positivos

indicam uma predominancia maior para cor vermelha.

O aumento na concentragao do glicerol nao proporcionou uma diferenga para os

valores de a* para os filmes de 2,0% de PM estudados, embora tenham ocorrido valores de b*

negativos que indicam a predominancia da cor azulada.
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A similaridade de comportamento e a proximidade dos valores de a* e b* com o
trabalho desenvolvido por Sobral et al., (2004) com proteinas do musculo de tilapia
(Oreochromis niloticus) permitem sugerir que os filmes apresentaram coloragdo branca a
amarelada.

Os valores de opacidade praticamente nao diferem entre si, sendo observado
maior valor de opacidade para os filmes de 2,0 % de PM com valor de 300,46 quando
comparado as todos os filmes estudados. Salgado, (2015) reportaram que a opacidade do
filmes de proteina ¢ influenciada através de suas caracteristicas devido a cor opaca e densa,
ela determina a brancura (W) dos filmes. Quanto maior a opacidade dos filmes, menor a
quantidade de luz que atravessa o filme funcionando como uma barreira para controlar a

incidéncia de luz para os produtos alimentares.

4.5 Avaliacao das solucoes filmogénicas para revestimento em alimentos

4.5.1 Tensao Superficial

Conforme ja foi referenciado anteriormente, o método de Zisman ¢ aplicavel
apenas em superficies de baixa energia, pelo que foi necessario determinar a tensao
superficial do pescado cavala para garantir a aplicabilidade deste método.

Determinou-se do angulo de contato, de trés compostos (H,O, Tolueno e
Formamida) cujas tensdes superficiais sdo conhecidas, tabela 7. Assim, foi possivel obter o
valor da tensdo superficial da cavala.

Na determinagdo do angulo de contato dos liquidos estudados foram medidos
vinte determinagdes para cada liquido, com a finalidade da obtengao de resultados fidedignos,

mas para interpretacdo dos dados foram escolhidos dez dos dados mais uniformes.

Tabela 7 — Tensao superficial dos liquidos testados e suas componentes, a temperatura

ambiente.
Composto Y1 (mN/m) v'L (mN/m) YL (mN/m)
Agua 72,10 19,90 52,20
Tolueno 28,50 27,18 1,32

Formamida 56,90 23,50 33,40
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O ajuste dos dados experimentais a uma reta determina um coeficiente de
correlacdo elevado, isso indica que existe uma forte associagdo linear positiva entre a variavel

independente e a variavel dependente, pode ser observada na Figura 10.

Figura 10 — Equagdo da reta e ajustes dos dados experimentais e o coeficiente de Pearson.
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4.5.2 Molhabilidade dos revestimentos de proteinas miofibrilares em postas de cavala

(Scomberomorus cavalla)

A eficiéncia dos revestimentos ediveis depende principalmente da capacidade
molhante da solugdo formadora do revestimento, afetando nas caracteristicas finais de
espessura do revestimento (PARK, 1999). As formulagdes de revestimentos ediveis deverao
ter a capacidade de espalhar-se uniformemente na superficie do alimento. Apos a secagem, os
revestimentos deverdo ter uma adesdo, coesdo e durabilidade adequada (KROCHTA E
MULDER-JOHNSTON, 1997).

Na figura 11, pode ser observado e analisado que com o aumento na concentragao
de glicerol, de zero para 0,1% (m/v), o coeficiente de adesdao (Wa) sofre um pequeno
acréscimo, mantendo-se muito sensivel ao novo incremento de glicerol. Contudo, quando o
plastizante ¢ novamente adicionado, verifica-se um decréscimo do coeficiente de adesdo na

passagem de 0,1 para 0,2% (m/v) de glicerol.
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Figura 11 — Variacao do coeficiente de adesdo (Wa) dos revestimentos de proteina, em cavala,

em fungdo da percentagem e do tipo de plastizante (0; 0,1; 0,2%) de glicerol (m/v).
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Na figura 11, também pode ser observado e analisado a variagdo do coeficiente de
coesdo, os dados determinam a forca de contragdo dos revestimentos sobre a posta de cavala.
Pode notar que a medida que o plastificante (glicerol) ¢ incorporado no filme as forcas de
contracao diminuem.

A determinacdo da capacidade molhante se da pelo calculo do coeficiente de
espalhamento. O valor do coeficiente de espalhamento (Ws) é obtido pela subtracdo do
trabalho de adesdo (Wa) menos o trabalho de coesdo (Wc). Na figura 13, também pode ser
observado e analisado a variag@o do coeficiente de espalhabilidade.

Espera-se que o espalhamento do revestimento seja uniforme, o grafico determina
a varia¢do do coeficiente de espalhabilidade que se mostra distinta para os tratamentos com
diferentes porcentagens de proteinas miofibrilares, entretanto mostra o mesmo
comportamento a medida que se acrescenta o plastificante.

Quanto mais proximo de zero for o coeficiente de espalhamento, maior a
capacidade da solug¢do filmogénica de revestir o pescado. Por esse motivo, a escolha da
solucaoproteica com o nivel de glicerol empregado foi determinada com o valor que mais se
aproximou de zero. De acordo com dados obtidos para as solu¢des de proteinas miofibrilares
optou-se pela solucao de 1% de PM e 0,1% de glicerol.

A concentracdo do revestimento proteico acima escolhida foi utilizada para o
revestimento das postas de cavala (Scomberomorus cavalla) durante 180 dias para anélise de

vida de prateleira.
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Figura 12 — Variagdo do coeficiente de coesdo (Wc) dos revestimentos de proteina, em cavala,

em funcdo da percentagem e do tipo de plastizante (0; 0,1; 0,2%) de glicerol (m/v).
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Figura 13 — Variagdo do coeficiente de espalhamento (Ws) dos revestimentos de proteina, em

cavala, em funcdo da percentagem e do tipo de plastizante (0; 0,1; 0,2%) de glicerol (m/v).
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4.5.3 Atividade Antimicrobiana

Atualmente, os estudos além de procurar materiais para embalagem e
revestimento dos alimentos, eles, também, se concentram na busca por produtos que
asseguram a qualidade microbioldgica durante a vida de prateira dos alimentos.

Na tabela 8 estdo dispostas as quantificacdes do halo de inibi¢do para cepas-

padrdo. A formacdo de um halo transparente, como pode ser visualizada na figura 14 indica
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resultado positivo, ou seja, acdo antimicrobiana das solugdes filmogénicas de proteina

miofibrilar.

Tabela 8. Atividade antimicrobiana através do método de difusdo em pogo para as
concentragdes de revestimento proteico (RP) de 1,0%, 1,5% e 2,0% e o glicerol (puro) para
bactérias Gram positivas (Staphylococcus aureus) e Gram negativas (Escherichia coli, Vibrio
parahaemolyticus € Salmonella entérica).

*Na
E. coli S. aureus Salmonella para hano Iyticus o
ocor
CONCENTRACAO ATCC -25922 ATCC -25923 ATCC - 13076 10C - 18950 reu
Halo de Halo de Halo de Halo de form
Inibicdo (mm) Inibicdo (mm) Inibicdo (mm) Inibi¢do (mm) acao
RP 1% 29,64+ 1,96 34,45+2,54 30,29+0,95 26,74+2,01 ﬁel
alo.
RP 1,5% 29,07+1,92 33,63+2,75 29,98+0,70 23,20+1,32 Os
1
RP 2% 28,39:0,91  32,50£2,18  29,14+0,80 23,1242,15 Lo
GLICEROL * * * * ndo
apre

sentaram diferenga estatistica significativa entre si pelo teste de Tukey (ANOVA p<0,05).

Para as cepas da bactéria gram-positiva Staphylococcus aureus pode-se verificar
que houve uma redugdo no diamentro com o aumento na concentragdo de proteina miofibrilar.
O mesmo perfil foi encontrado para cepas de Salmonella e Vibrio parahaemolyticus, com
uma formagdo de zona de inibigdo um pouco menor do que a encontrada por cepas de
Staphylococcus aureus.

J& para as cepas de Escherichia coli, houve um crescimento na formacdo da zona
de inibicdo depois ocorreu um decréscimo com a reducdo na concentracdo das solugdes
filmogeénicas de proteinas miofibrilares. Embora, ndo houve diferenga estatistica entre a acdo
antimicrobiana dos filmes proteicos em diferentes concentragcdes de PM.

O experimento controle negativo, figura 14, foi feito com o plastizante e continha
somente glicerol na sua formulacgdo, Neste caso podemos dizer que os filmes proteicos nestas
concentracoes apresentaram atividade antimicrobiana em relagdo aos microrganismos
avaliados, validando sua capacidade bactericida e bacteriostatica em relagdo as bactérias
padrdes.

A atividade antimicroniana cresce com o aumneto no numero do grupo amino
presente nas moléculas devido ao aumento a carga positiva do polimero (MOHY ELDIN,
2012). Zavareze et al., (2012) determina que o pH de solubilizagdo das proteinas miofibrilares

que se encontra em pH 4cidos (2-7), o que pode, também influenciar na a¢do antimicrobiana.
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Figura 14 - Fotos das placas da atividade antimicrobiana através do método de difusdo em
poco para as concentragdes de revestimento proteico (RP) de 1,0%, 1,5% e 2,0% e o glicerol
(puro) para bactérias Gram positivas (Staphylococcus aureus) e Gram negativas (Escherichia
coli, Vibrio parahaemolyticus e Salmonella entérica).

Lu et al. (2011), relataram o poder antimicrobiano do acido latico, classificado
como um 4cido fraco, 4cidos organicos na forma indissociavel, que ¢ difundido rapido e

livremente através da membrana celular das bactérias causando acidifica¢do do citoplasma.
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4.6 Aplicacao da solucao filmogénica

4.6.1 Determinacdo da perda de peso de glaciamento e revestimento em
postas de cavala

A perda de peso ou de agua constituinte ¢ um dos indicadores fisicos mais
importantes para avaliar a qualidade do peixe, devido a alteracdo na textura, na aparéncia € no
sabor. O “dripping” € o processo da perca de dgua constituinte, além de outros componentes,
tais como proteinas soluveis (GORMLEY, 2013).

Os resultados referentes as analises de perda de peso, glaciamento e revestimento
nas postas de cavala com e sem revestimento no decorrer do tempo analisado de 180 dias
estdo demonstrados na tabela 9.

De acordo com os valores expressos na Tabela 9, verificamos um aumento na
perda de massa das postas de cavala durante o periodo de armazenamento em todos os
tratamentos, sendo esta perda significativa no decorrer dos 180 dias para todos os tratamentos

com e sem revestimento. Embora, ndo ocorreu diferenca estatistica entre as perdas.

Tabela 9. Resultados referentes aos valores média + (desvio padrdo) de perda de peso,
glacimento e revestimento em postas de cavala (Scomberomorus cavalla) conservada por 180
dias a-18 °C.

**Nao ocorreu diferenga significativa entre os tratamentos, pelo teste de Tukey (p<0,05).

Para a perda de glacimento, o primeiro dia foi observado uma perda de glacimento de

2,56

Perda (%) % e

TEMPO CONTROLE* GLACIAMENTO** REVESTIMENTO** essa

TO 0,73+0,99 2,56+0,52 1,84+0,54 perda
T 30 1,00+1,37 5,85+0,64 3,40+0,87 .

T 60 1,501,69 8,44+0,82 6,88+0,23 oo

T 90 1,86+1,63 9,91+0,65 8,38+0,98 u-se

T 120 2,44+1,96 12,16+0,97 10,57+1,53 cresc

T 150 2.8142.16 15,7320,53 12,01£1,22 onte

18,8440,52 14,454+0,52
T 180 3,39+2,26 8,84+0,5 ,45+0,5 até

os 180 dias de anélise, mas foi possivel verificar uma perda de peso significativa (p<0,05) a
partir do TO. J& a perda de revestimento inicial foi menor de 1,84%, mas também presentou
diferenca estatisticamente significativa.

PIZATO et al. (2013), ao estudarem o efeito de revestimentos com diferentes

polissacarideos em péssegos minimamente processados e armazenados refrigerados por 12
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dias, verificaram um aumento da perda de massa no decorrer dos dias, obtendo no final 7,6%
para a menor perda de massa nos péssegos revestidos contra 34,1% para os sem revestimento,
sendo que adi¢ao do revestimento provocou o mesmo efeito na perda de massa encontrado
neste trabalho. A redu¢ao da perda de massa ¢ devida & presenca do revestimento, que atua
como agente sacrificante, ou seja, a desidratacdo do revestimento (a¢do de sacrificio) ocorre
antes que a do produto revestido, o que pode ter corrido neste trabalho.

Soares et al., (2015), afirmaram que a baixa perda de peso dos filés de salmao pode
ser explicada devido ao controle efetivo da temperatura de armazenamento. A perda de peso
por conta da desidratagdo sofrida pelo os alimentos ¢ dependente do tipo de freezer onde estes
alimentos sdo armazenados. No presente trabalho a perda de peso foi crescente no periodo
em que as postas de cavalla (Scomberomorus cavalla) permaceram em armazemamentos. Ao
final do experimento (180 dias) pode-se verificar uma perda de peso aproximadamente de 3%

do peso inicial das postas de cavala congeladas.

4.6.2 Composicdo centesimal das postas de cavala (Scomberomorus cavalla)

A composi¢do quimica das postas de cavala dos tratamentos controle, glaciamento e
revestimento proteico durante 180 dias de estocagem esta representada na Tabela 10. A
composi¢ao quimica (umidade, proteinas, cinzas, lipidios e carboidratos) das postas de cavala
apresentou pequena variacdo, ndo apresentando diferengas significativas (p<0,05) entre os
tratamentos. A umidade como esperado apresentou alto teor de umidade, em torno de 78%
para todos os tratamentos. A cavala é conhecida como um peixe gordo capaz de proporcionar
a dieta um maior conteudo de acidos graxos poli-insaturados como o dmega-3. Mas em nosso
estudo o teor de lipidios apresentou baixos valores, variando de 1,55 a 2,01%. Em relacao as
proteinas todos os tratamentos apresentaram valores acima de 18%. Em virtude dos resultados
encontrados as postas de cavala analisadas apresentam excelente qualidade nutricional e
podem ser classificadas na categoria A, que representam peixes com baixo teor de lipidios

(menor que 5 %) e alto teor de proteina de 15 a 20 % (STANSBY; OLCOTT, 1967),

Tabela 10 — Composicdo centesimal (média + desvio padrdo) das postas de cavala
(Scomberomorus cavalla) conservadas por 180 dias a -18 °C.
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% Controle Glaciamento Revestimento
Umidade 78,27+0,62 78,42+0,65 78,75+0,60
Proteinas 18,19+0,50 18,28+0,53 18,31+0,39
Cinzas 1,06+0,33 1,27+0,46 1,11+0,17
Lipidios 2,01+ 0,51 1,63+0,39 1,55+0,42
Carboidratos 0,47+0,13 0,40+0,17 0,27+0,20
pH
TEMPO CONTROLE GLACIAMENTO REVESTIMENTO
To 7,00+0,12°* 6,95+0,22%8 6,62+0,12°8 pesca
T30 7 00£0.52 A 6,96+0,34"" 6,53+0,21*® b &
b b O e
T 60 6,99+0,23 *A 6,96+0,76" 6,61+0,13*
T 90 6,91+0,5™4 6,99+0,12°8 6,55+0,46"2 de
T 120 6,86::0,44 % 6,94+0,24"° 6,38+0,12% extre
ma
impo

rtdncia na dieta alimentar por sua riqueza de nutrientes, alto teor protéico, lipidios de

excelente qualidade e baixo teor de colesterol (DURAN et al.,2017).

4.6.3 Determinacio do pH das postas de cavala

O pH ¢ um parametro fisico-quimico muito utilizado na avaliacdo de pescados na

indicacdo do indice de frescor. O RIISPOA (2017), determina um pH do musculo de peixe de

6,5.

Os valores de pH das postas de cavala controle, com glacimento e com

revestimentos, no decorrer do tempo estdo demonstrados na Tabela 10.

Tabela 10. Resultados referente aos valores de pH em postas de cavala (Scomberomorus
cavalla) conservada por 180 dias a -18 °C.
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T 150 6,99:£0,99 °™ 6,92+0,38" 6,38+0,24" *Meédi
T 180 7,000,09 <A 6,77+0,12*° 6,21+0,76"" -

desvio padrdo . Letras minusculas diferentes na mesma linha e letras maiusculas diferentes na mesma coluna

diferem entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05).

N-BVT (mgN/100g)

odem

0s

observar pela Tabela 9 para o tratamento controle, um aumento nos valores de pH das postas

de cavala com o decorrer do periodo de armazenamento, apresentando diferenca significativa

entre os tratamentos a partir do segundo dia. Foi verificada uma menor variacdo do pH nas

postas que receberam revestimento e glaciamento do que no controle (TC) o qual apresentou

o maior valor de pH (7) ao final dos 180 dias de armazenamento. O revestimento no T180

apresentou o menor resultado de todos os tratamentos, 6,21, ao final do periodo de analise,
diferenciando-se significativamente dos demais tratamentos.

O pescado ¢ considerado adequado para o consumo de acordo com o Regulamento
de Inspec¢do Industrial e Sanitaria de Produtos de Origem Animal (RIISPOA), quando o pH da
carne ¢ inferior a 7,0 (BRASIL, 2017). Neste contexto, todos os tratamento obteve esse valor
de pH considerado aceitavel para o consumo humano, exceto no tratamento controle que
apresentou pH maior que 7, nos tempos 0, 30 e 180 dias.

A elevag@o no valor do pH pode ser atribuida a elevagdo de compostos alcalinos
como amonia, a partir de bactéria ou ainda, pelo aumento das N-BVT resultante da
decomposi¢do de compostos nitrogenados por enzimaticas endégenas e/ou microrganismos, o
que foi verificado neste trabalho com o aumento da N-BVT. De acordo com Vieira (2004), a
medida do pH ndo deve ser utilizada individualmente como indice de frescor, pois pode
induzir a falsa avaliagdo. No entanto, seus valores geralmente acompanham, paralelamente,
analises quimicas, microbiologicas e sensoriais, concordando com o que foi realizado neste
estudo através de analises quimicas e microbiologicas nos peixes.

4.6.4 Nitrogénio das bases volateis totais (N-BVT)

Os valores de N-BVT das postas de cavala, durante o periodo de armazenagem
podem ser verificados através da Tabela 11.

Tabela 11. Resultados referentes aos valores de N-BVT das postas de cavala (Scomberomorus
cavalla) conservadas por 180 dias a -18 °C.
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TEMPO CONTROLE GLACIAMENTO REVESTIMENTO *Meédi
TO 7,90+0,09** 7,9340,24** 7,32+0,23* a o+
T 30 9,09:£0,12%* 8,92+0,25" 7,82+0,12"" desvio
T 60 9,220,324 9,17+0,12"4 8,66+0,11° padrio
T 90 9,50+0,52%A 9,52+0,104 8,85+0,37°4A8
T 120 9,87+0,12%4 10,08+0,04"* 9,17+0,10% Letras
T 150 10,25+0,3244 10,60+0,23* 9,690,274 mingis
T 180 11,2920,21°* 11,1820,25 10,020,187 culas

diferentes na mesma linha e letras maitsculas diferentes na mesma coluna diferem entre si, pelo teste de Tukey
(p<0,05).

Os valores de N-BVT aumentaram nas postas de cavala armazenados congeladas
durante o periodo analisado, apresentando diferenca significativa a partir do segundo dia em
todos os tratamentos (Tabela 11). O controle que ndo recebeu revestimento foi o que
apresentou o maior valor no final do periodo (11,29 £+ 0,21 mgN/100g). Entre os tratamentos
que receberam revestimento o foram os que apresentaram os menores aumentos nos valores
de N-BVT, entretanto também apresentou diferenca significativa dentro do tratamento. As
diferengas entre as amostras do revestimento proteico diferiu da maioria das amostras dos
outro dois tratamentos com o glaciamento e o controle.

De acordo com o Regulamento de Inspe¢do Industrial e Sanitaria de Produtos de
Origem Animal (RIISPOA), o maximo aceitavel de Bases Volateis Totais (BVT) para o
pescado ser considerado fresco ¢ de 30mg de nitrogénio por 100g de carne (BRASIL, 2017).
Neste sentido, todos os tratamentos estavam no limite do valor de N-BVT considerado
aceitavel para o consumo humano.

O N-BVT ¢ um parametro que quantifica os compostos constituidos por amoénia e
aminas primarias, secundarias e terciarias, sendo amplamente utilizado como um indicador de
deterioragdo dos tecidos muscular, sendo que a qualidade e tempo de armazenamento de
pescados podem diminuir devido a acdo de enzimas durante a fase posterior de armazenagem,
originando um odor forte, que muitas vezes estd relacionada a quebra de proteinas e a
producdo de materiais volateis nitrogenadas, concordando com o que foi verificado neste
estudo em relagdo a diminui¢do do tempo de armazenagem nas carpas prateadas sem
revestimento (FAN et al., 2009).

Efeito de revestimentos a base de quitosana sobre a vida de prateleira de salmao
(Salmo solar) armazenado a 0°C por 18 dias foi estudado por Souza (2010), onde o mesmo
também verificou um aumento no valor de N-BVT no decorrer dos dias, sendo superior nos

filés que ndo foram revestidos com quitosana.
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4.6.5 Substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS)
Os valores de TBARS das postas de cavala, durante o periodo de armazenagem

podem ser verificados através da Tabela 12.

Tabela 12. Resultados referentes aos valores de TBARS das postas de cavala (Scomberomorus cavalla)
conservada por 180 dias a -18 °C.
*Média + desvio padrio. Letras minusculas diferentes na mesma linha e letras maitisculas diferentes na mesma

coluna diferem entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05).

Conforme os valores de TBARS observados na Tabela 12, ocorreu um aumento
depois decréscimo dos valores em todos os tratamentos do tempo zero ao tempo 180,

provavelmente devido a instabilidade das substancias reativas ao acido tiobarbiturico.

TBARS (mg de malonaldeido/kg)

legisl

TEMPO CONTROLE GLACIAMENTO REVESTIMENTO acio
TO 1,56+0,07* 0,16+0,09* 0,53+0,09° '

T 30 2,05+0,13* 0,41+0,45% 0,7140,09" brasil

T 60 1,28+0,46** 1,55+0,17° 0,880,098 eira
T 90 1,340,244 0,89+0,21*" 0,4140,09°® ndo

bA 0,69i0,22aAD 0’40i0’093CD )

T 120 0,69+0,12 exige
T 150 1,24+0,13** 0,75+0,19**" 0,75+0,09" -

T 180 1,330,12** 0,78+0,07*" 0,600,09%P limit

e

estabelecido para TBARS e conforme citado por SANTOS et al. (2013), o produto pode ser
considerado em bom estado, apresentando valores abaixo de 3,0 mgMA/kg de amostra, sendo
os limites de oxidacdo lipidica para o consumo ¢ de 7 a 8 mgMA/kg no alimento. Neste
contexto os resultados encontrados de TBARS (Tabela 12), para todos os tratamentos, os
resultados ficaram dentro dos valores considerados aceitaveis dentro do periodo avaliado,
mantendo o frescor das postas de cavala.

O TBARS ¢ amplamente utilizado e mede o nivel de compostos que sdo
responsaveis pelos sabores e odores indesejaveis, causados por reagdes sofridas pelos acidos
graxos insaturados que provocam a deteriora¢do dos alimentos tornando-os improprios para o
consumo, sendo importante durante os ultimos estagios da oxidacao lipidica, sendo que neste
estudo ocorreu um aumento nos valores de TBARS porém ndo chegando a deteriorar o

pescado (FERREIRA, 2014).
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A oxidagdo ¢ uma causa importante na deterioragdo da qualidade de pescado
congelado de origem marinha, pois o musculo do peixe torna-se susceptivel a oxidagdo
durante o periodo em que permanece congelado devido a abundancia de acidos graxos poli-

insaturados presentes na carne do pescado (OJAGH et al., 2014).

4.6.6 Contagem de Bactérias Psicotroficas nas postas de cavala revestidas

O crescimento dos microrganismos psicrotroficas foi avaliado durante o periodo
de armazenagem das postas de cavala, revestidas ou ndo e glaciadas, conforme demonstrado

na tabela 13.

Tabela 14 — Logaritmo da Média dos valores das Unidades Formadoras de Colonias por grama (UFC/g) das
bactérias psicrotroficas, em fungdo do tempo de congelamento, encontradas no musculo da cavala
(Scomberomorus cavalla) para o grupo controle, glaciamento e revestimento Proteico 1% com 0,1% de glicerol.

Tempo (Dias) Tratamento Musculo (UFC/g)

TO Controle 4,02
Glaciamento 3,63

Revestimento Proteico 2,07

T30 Controle 3,35
Glaciamento 2,57

Revestimento Proteico 1,86

T60 Controle 3,22
Glaciamento 3,66

Revestimento Proteico 1,64

T90 Controle 4,44
Glaciamento 3,47

Revestimento Proteico 1,47

T120 Controle 3,96
Glaciamento 3,92

Revestimento Proteico 2,07

T150 Controle 3,66
Glaciamento 3,65

Revestimento Proteico 2,25

T180 Controle 3,97
Glaciamento 3,76

Revestimento Proteico 2,17
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As médias dos logaritimos decimais das Unidades Formadoras de Colonias (UFC)
de bactérias psicrotroficas oriundas do musculo das postas de cavala (Scomberomorus
cavalla) teve uma variagdo expressa em logaritmo do nimero de bactérias psicrotroficas foi de
1,47 a 4,44. O limite estabelecido para microrganismos psicrotroficas em pescado cru ¢ de
107 UFC/g segundo a ICMSF (1986). Assim, nenhuma das variagdes de contagem excedeu
esse limite durante os 180 dias de estocagem.

As contagens bacterianas de psicrotroficas representa a fases lag log e
estaciondria, se mostrando crescentes no inicio em todos os tratamentos e depois durante os
dias de estocagem, tem um leve decréscimo seguida da estabilidade. Porém o tratamento com
o revestimento proteico apresentou crescimento abaixo dos outros dois tratamentos. Tal fato
pode ser explicado pela capacidade antimicrobiana do revestimento.

Micro-organismos psicrotroéficos sdo os psicrotolerantes que crescem a 0°C, mas
com Otimo crescimento a 25°C. As bactérias psicrotréficas sdo encontradas em alimentos
refrigerados entre 0° a 7°C, mas seu crescimento visivel ¢ visto a 7°C durante 7 a 10 dias,
embora esta temperatura ndo seja a 6tima de crescimento (HAYES, 1993).

As baixas temperaturas, embora seja um elemento fisico bacteriostatico, podem
ser consideradas condi¢des desfavoraveis para o desenvolvimento bacteriano, entretanto pode
ocorrer um médio crescimento de bactérias psicrotroficas e psicrofilas, alterando a qualidade
do pescado por agdo desses micro-organismos e de suas toxinas. Assim, bactérias podem
diminuir a vida de prateleira desses produtos e serem fatores de risco ao consumidor
(GHALY et al., 2010).

Apesar de possuirem uma faixa de crescimento distinta dos demais grupos, os
psicrotroficos sao considerados subgrupo dos mesoéfilos. O grupo € constituido principalmente
por bactérias deteriorantes, mas também, por algumas bactérias patogénicas, tais como,
Aeromonas hydrophila, algumas cepas de Bacillus cereus, Clostridium botulinum tipo E, B e
F e Listeria spp. (COUSIN, et al., 2001).

Durante o armazenamento em temperaturas baixas, esse grupo tende a ser
dominante, entretanto inicialmente ela ndo expressa um grande crescimento, somente a partir
da 1° a 2° semana seu crescimento aumenta progressivamente. O grau de frescor do pescado ¢
medido a partir desses micro-organismos que apresentam correlacdo significativamente
negativa, ou seja, quanto maior a contagem bacteriana dos psicrotréficos menor o grau de
frescor do pescado.

Os microrganismos psicrotréficos sdo os principais deterioradores do pescado

refrigerado, essas bactérias ndo sdo inibidas pelo efeito da baixa temperatura,
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consequentemente diminuem a vida util do mesmo. A contagem bacteriana de psicrotroficos €
associada a atividade proteolitica na deterioracdo do pescado refrigerado, tendo em vista que
o grupo dessas bactérias estd em uma condi¢do mais favoravel ao desenvolvimento do que o
grupo dos estritamente mesofilas (LAZARIN et al.,2011).

O grau de frescor do pescado ¢ medido a partir desses micro-organismos que
apresentam correlacdo significativamente negativa, ou seja, quanto maior a contagem

bacteriana dos psicrotréficos menor o grau de frescor do pescado (FONTES et al., 2017).
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5 CONCLUSOES

Foi possivel recuperar as proteinas miofibrilares de tilapia do nilo (Oreochromis
niloticus) através do processo de lavagem (I CMS : 2 solugdo), obtendo-se na proteina
recuperada um elevado contetudo proteico em base seca, e dessa matéria foi possivel elaborar
filmes e solucdes filmogénicas de proteinas miofibrilares em diferentes concentragdes (1,0%,
1,5% e 2,0%) de proteinas e (0,0%, 0,1% e 0,2%) de glicerol.

O filme de 1% de PM e 0,1% de glicerol obteve-se resultados melhores em
relacdo capacidade molhante, angulo de contato, propriedades mecanicas, opacidade, na
solubilidade e na permeabilidade ao vapor de agua.

Foi possivel obter filmes e revestimentos antimicrobianos pelas técnicas de
casting e imersdo, respectivamente. Todas as solugdes filmogénicas apresentaram atividade
antimicrobiana em relacdo a Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Vibrio
parahaemoliticus e Salmonella Enteritidis.

A aplicacdo de revestimentos em postas de cavala (Scomberomorus cavalla)
armazenados e congeladas por 180 dias a -18°C melhorou a conservacdo, estabilidade e
diminuiu a a¢do microbiana no decorrer do periodo analisado.

O revestimento antimicrobiano que continha em sua composicdo de 1,0 % de
proteina miofibrilar e 0,1% de glicerol foi eficaz na manutencdo e no aumento da vida de

prateleira de postas de cavala congeladas.
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