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RESUMO

VIEIRA, B. B. Efeito do revestimento de quitosana associado ao 6leo

essencial de cravo na conservagdao de filés de tambaqui

O objetivo deste trabalho foi avaliar a eficacia do revestimento de quitosana
associado ao 6leo essencial de cravo na conservacgdo de filés de tambaqui. Na
primeira etapa do experimento foi avaliada a atividade antimicrobiana da
guitosana e do O6leo essencial de cravo (OEC) com posterior aplicacdo do
revestimento de quitosana associado ao OEC nos filées de tambaqui,
contaminados intencionalmente com microrganismos patogénicos. A segunda
etapa consistiu na avaliacdo da vida de prateleira dos filés de tambaqui tratados
(solucdo de quitosana 2% - T1; solugdo de quitosana 2% + OEC 1600 pg.mL™? -
T2; solucdo de quitosana 0,5% + OEC 800 upg.mL' - T3; solugdo de
butilhidroxitolueno — BHT 100 mg.mL™* - T4 e agua destilada estéril - controle),
mantidos sob congelamento (-18°C) por meio de andlises fisico-quimicas (pH,
umidade, lipideos e oxidacéo lipidica) e microbiologica de bactérias psicrotroficas
cultivaveis. A analise sensorial foi realizada por meio do teste de perfil de
caracteristicas, comparacao multipla e ordenacao de preferéncia, sendo aplicada
a 40 provadores ndo treinados. A Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e
Concentracdo Bactericida Minima (CBM) s6 foram observadas para Listeria
monocytogenes a 2% de quitosana e Staphylococcus aureus a 0,25% e 0,5% de
guitosana, respectivamente. Pseudomonas aeruginosa apresentou uma CIM de
3200 pg.mL1, Salmonella Enteretidis, Escherichia coli e S. aureus de 1600 pg.mL-
1 e L. monocytogenes de 800 pg.mL?! para o OEC. Ndo houve CBM para os
microrganismos testados, sendo o Oleo bacteriostatico. O revestimento de
qguitosana apresentou inibicdo de todos os patdégenos testados nos filés de
tambaqui, no entanto, o sinergismo com o OEC potencializou significativamente o
efeito do revestimento (p<0,05). Os tratamentos revestidos com quitosana e
guitosana associada ao OEC retardaram efetivamente a oxidacao lipidica,
inibiram o crescimento de bactérias psicrotréficas cultivaveis e reduziram as
alteracdes fisico-quimicas, como pH e umidade, durante o congelamento. Os filés

tratados foram aceitos pelos provadores, com médias superiores a 4. A maior



preferéncia dos provadores foi pelos filés sem adicdo do OEC. O revestimento de
guitosana associado ao OEC € promissor para ser utilizado como conservante

natural, visando o controle de patdgenos e aumento da vida util dos filés de

tambaqui.

Palavras-chaves: pescado, Colossoma macropomum, antimicrobianos naturais.



ABSTRACT

VIEIRA, B. B. Effect of chitosan coating associated with clove essential oil

on the conservation of tambaqui fillets

The objective of this work was to evaluate the effectiveness of the chitosan coating
associated with clove essential oil in the conservation of tambaqui fillets. In the
first stage of the experiment the antimicrobial activity of chitosan and clove
essential oil (OEC) was evaluated with the application of chitosan coatings
associated with OEC in fillets of tambaqui, intentionally contaminated with
pathogenic microorganisms. The second step consisted of evaluating the shelf life
of the treated tambaqui fillets (chitosan solution 2% - T1; chitosan solution 2% +
OEC 1600 pg.mLt - T2; chitosan solution 0,5% + OEC 800 pg.mL?! — T3; BHT
100 mg.mL?! - T4 and sterile control distilled water), kept under freezing (-18°C)
by means of physico-chemical analyzes (pH, moisture, lipids and lipid oxidation)
and microbiological of arable psychrotrophic bacteria. The sensorial analysis was
performed through the characteristic profile test, multiple comparison and
preference ordering, being applied to 40 untrained testers. Minimal Inhibitory
Concentration (MIC) and Minimum Bactericidal Concentration (MBC) were only
observed for Listeria monocytogenes at 2% chitosan and Staphylococcus aureus
at 0,25% and 0,5% chitosan, respectively. Pseudomonas aeruginosa presented a
MIC of 3200 pug.mL?, Salmonella Enteretidis, Escherichia coli and S. aureus of
1600 pg.mL* and L. monocytogenes of 800 ug.mL* for OEC. There was no CBM
for the microorganisms tested, being the bacteriostatic oil. The chitosan coating
showed inhibition of all pathogens tested on tambaqui fillets, however, synergism
with OEC significantly potentiated the coating effect (p <0.05). The OEC-
associated chitosan and chitosan coated treatments effectively retarded lipid
oxidation, inhibited the growth of psychrotrophic arable bacteria, and reduced
physico-chemical changes, such as pH and moisture, during freezing. The treated
steaks were accepted by the tasters, with averages superior to 4. The most

preferred of the tasters was by the fillets without addition of the OEC. The chitosan



coating associated with OEC is promising to be used as a natural preservative,

aiming to control pathogens and increase the shelf life of tambaqui fillets.

Keywords: fish, Colosoma macropomum, natural antimicrobials.
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INTRODUCAO

A tendéncia mundial por alimentos mais saudaveis e 0 crescimento
populacional vém fazendo com que haja um aumento no consumo de pescado
(SARTORI; AMANCIO, 2012; FAO, 2014). A aquicultura é uma das principais
atividades responsaveis pela producdo de pescado para consumo humano no
mundo, com producéo total de 72,5 milhdes de toneladas em 2014, antecedido
pela pesca com 73,8 milhdes de toneladas. No Brasil, dos 1,2 milhdo de
toneladas de pescado produzidas, 477 mil toneladas tiveram origem da
aquicultura (BRASIL, 2015a; FAO, 2016).

O pescado constitui uma das principais fontes de proteina da alimentacéo
humana, caracterizado por seu elevado valor biolégico. Destaca-se
nutricionalmente de outros alimentos de origem animal, quanto a quantidade e
gualidade de suas proteinas, a presenca de vitaminas e minerais e,
principalmente, por ser fonte de acidos graxos essenciais (SARTORI; AMANCIO,
2012).

Apesar da elevada importancia nutricional, o pescado € o alimento de origem
animal com maior suscetibilidade a deterioragdo, por apresentar pH préximo a
neutralidade, elevada atividade de agua nos tecidos, alto teor de nutrientes
facilmente utilizaveis pelos microrganismos, acentuado teor de fosfolipidios e
rapida acao destrutiva das enzimas presentes nos tecidos e visceras do animal
(GASPAR; VIEIRA; TAPIA, 1997; LEITAO et al., 1997). Em virtude disso, a
preservacdo desse alimento pode ser alcancada por meio da utilizacdo de
métodos tradicionais de conservacdo, como a salga, refrigeracdo e o
congelamento, que néo inibem completamente sua deterioragdo (GONCALVES,
2011).

Visando prolongar ainda mais a vida de prateleira de peixes e produtos da
pesca, varias estratégias envolvendo atmosfera modificada e agentes
antimicrobianos naturais tém sido propostas para inibir o desenvolvimento de
microrganismos  patogénicos e a atividade enzimatica e oxidativa
(ARKOUDELOS; STAMATIS; SAMARAS, 2007; PANTAZI et al., 2008).
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Devido a elevada presenca de acidos graxos poli-insaturados de cadeia
longa, o pescado é considerado um alimento altamente suscetivel a sofrer
reacbes de oxidagdo, um mecanismo importante que leva a deterioracdo do
pescado. A oxidacdo dos lipidios no pescado acarreta redugdo da vida util devido
a mudancas no sabor, odor, degradacdo da textura e reducdo da qualidade
nutricional (ABREU et al., 2010).

A quitosana, um polimero natural obtido da carapaca de crustaceos e parede
celular de fungos, tem se destacado devido as suas propriedades biodegradaveis,
abundéncia e sua baixa toxicidade ao homem (AZEVEDO et al.,, 2007). A
guitosana tem sido empregada em diversas aplicacbes, como no tratamento de
aguas residuais, purificacdo da agua, clarificacdo e desacidificacdo de sucos de
frutas, formacao de filmes e revestimentos biodegradaveis e na preservacado de
alimentos como agente conservante (VASCONEZ et al., 2009).

Os revestimentos de quitosana vém alcancando espaco nhas novas
tecnologias alimenticias devido a sua propriedade de barreira, evitando a perda
de umidade, absorcédo de agua pela matriz e a penetragdo do oxigénio, a perda
de aromas, o transporte de solutos e o desenvolvimento de microrganismos,
conseguentemente, estendendo a vida util do produto (HOSSEINI et al., 2013).
Esses revestimentos quando adicionados ou combinados com outros compostos
antioxidantes ou antimicrobianos naturais, como o0s 0leos essenciais,
potencializam a sua funcionalidade, por meio da sua liberagéo lenta e gradual na
superficie do produto (SCHENATO, 2010).

O O6leo essencial de cravo (Syzygium aromaticum) é extraido de uma
especiaria apreciada desde a antiguidade, ndo s6é por seu sabor e qualidade
culinaria, mas também por sua utilizagcdo aromética, terapéutica e medicinal. Sua
composi¢cdo quimica é constituida principalmente pelo eugenol, um composto

antioxidante e antimicrobiano que conserva os alimentos (AFONSO et al., 2012).

O tambaqui, Colossoma macropomum, € a segunda espécie de peixe de
agua doce mais cultivada no Brasil, sendo caracterizado por seu rapido padréao de
crescimento, alta produtividade e rusticidade (ARAUJO-LIMA; GOULDING, 1998;
IBGE, 2013). Nas ultimas décadas, vem se tornando uma das principais espécies

nativas para piscicultura brasileira, de valor econémico significativo para regiao
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Norte e Nordeste (VAL; ALMEIDA-VAL, 1995). Sua carne apresenta excelente
sabor e suculéncia, devido a presenca de altos teores de lipideos em sua
composicdo. Essa caracteristica torna seus filées mais suscetiveis as reacgfes
oxidativas que deterioram os lipideos, produzindo sabor e odor de ranco
(FOGACA et al., 2014).

Assim, a aplicacdo de revestimentos de quitosana nos filés de tambaqui
busca melhorar a conservacdo do alimento mantendo suas caracteristicas
nutricionais e sensoriais. Além disso, a utilizacdo de quitosana com a adi¢do de
Oleos essenciais, como 0 6leo essencial de cravo, traz uma nova abordagem na

aplicacao de revestimentos ediveis em alimentos.
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OBJETIVOS

Geral

Avaliar o efeito do revestimento de quitosana associado ao 6leo essencial de

cravo na conservacao de filés de tambaqui (Colossoma macropomum).

Objetivos especificos

1.

Avaliar a atividade antimicrobiana in vitro da quitosana e do 6leo essencial de
cravo frente a microrganismos Gram negativos e Gram positivos;

Determinar a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e a Concentracao
Bactericida Minima (CBM) da quitosana e do 6leo essencial de cravo;

Verificar o efeito antimicrobiano da quitosana associado ao 6leo essencial de
cravo no revestimento de filés de tambaqui frente a microrganismos Gram
positivo e Gram negativos contaminados intencionalmente.

Realizar andlises fisico-quimicas dos filés de tambaqui submetidos ao
revestimento com quitosana associado ao 6leo essencial de cravo durante o
armazenamento sob congelamento;

Analisar o efeito antioxidante do revestimento de quitosana associado ao 0leo
essencial de cravo nos filés de tambaqui;

Avaliar a qualidade microbiolégica dos filés de tambaqui revestidos com
guitosana associado ao 6leo essencial de cravo.

Realizar analise sensorial dos filés revestidos com quitosana associado ao

6leo essencial de cravo.
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CAPITULO 1

Revisao de literatura: Uso de revestimento antimicrobiano natural

na conservacao de pescado
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RESUMO

VIEIRA, B. B. Uso de revestimento antimicrobiano natural na conservacao

de pescado

A aquicultura é uma pratica tradicional de cultivo de organismos aquaticos, sendo
responsavel por praticamente metade da producdo de pescado consumido no
mundo. Devido a tendéncia mundial pelo consumo de alimentos mais saudaveis,
a demanda por pescado vem crescendo de forma acelerada. O pescado € um
componente extremamente importante na dieta humana, de alta digestibilidade,
rico em nutrientes com proteinas de alto valor bioldgico, acidos graxos poli-
insaturados, vitaminas e minerais. Apesar de possuir elevada importancia do
ponto de vista nutricional € o alimento de origem animal com condi¢gbes mais
favoraveis a deterioracdo, devido as suas caracteristicas intrinsecas como pH
proximo a neutralidade, elevada atividade de agua, alto teor de nutrientes e
presenca de enzimas nos tecidos e visceras. A preservacao desse alimento pode
ser alcancada por meio da utilizacdo de métodos tradicionais de conservagéo,
porém, individualmente, ndo inibem completamente sua deterioracdo. Em
algumas situacbes, o0 pescado ainda pode servir como importante via de
transmissao de agentes infecciosos, sendo responsaveis por surtos de doencas
veiculadas por alimentos ocorridos nos ultimos anos no Brasil. O uso de
conservantes quimicos em pescado serve com uma forma de retardar o processo
de deterioracdo e impedir o desenvolvimento de microrganismos, no entanto, €
um prética discutida e polémica. Se por um lado seu uso é imprescindivel, por
outro a incerteza de ambos os estudos negativos e positivos relacionados a
toxicidade de muitas destas substancias gera controvérsias. Nesse sentido, a
busca de compostos alternativos para emprego como conservantes naturais em
pescado tem a finalidade de atender as perspectivas do consumidor quanto ao
aspecto sensorial e prolongar a vida de prateleira com seguranca, tanto do
aspecto microbiolégico como quimico. A quitosana, um polissacarideo catidnico,
tem atraido a atengdo como potencial conservante em alimentos por ser de

origem natural, atoxico e apresentar atividade biolégica como antioxidante e
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antimicrobiano. Sua aplicacdo nos alimentos se da por meio da aplicacdo de
revestimentos, por aspersdo ou imersdo ou por elaboracdo de biofilmes ativos,
incorporados ou ndo de outros agentes antimicrobianos. Dentre esses agentes
antimicrobianos, o 6leo essencial de cravo tém sido considerado uma fonte
segura de antimicrobianos naturais, por nao apresentar risco a saude dos
consumidores. Assim, a utilizacdo da quitosana como revestimento edivel
associado a 6leos essenciais, como 0 Oleo essencial de cravo, visa prolongar a

vida util do pescado, além de atribuir caracteristicas organolépticas desejaveis.

Palavras chave: aquicultura, pescado, quitosana, 6leo essencial de cravo.
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ABSTRACT

VIEIRA, B. B. Use of natural antimicrobial coating in fish conservation

Aquaculture is a traditional practice of growing aquatic organisms, accounting for
almost half of the world's fish production. Due to the worldwide trend of
consumption of healthier foods, the demand for fish has been increasing rapidly.
Fish is an extremely important component in the human, high digestibility, nutrient
rich diet with high biological value proteins, polyunsaturated fatty acids, vitamins
and minerals. Although it is of high nutritional importance, it is the food of animal
origin with conditions more favorable to deterioration, due to its intrinsic
characteristics such as pH close to neutrality, high water activity, high nutrient
content and the presence of enzymes in the tissues and viscera. The preservation
of this food can be achieved through the use of traditional methods of
conservation, but individually, do not completely inhibit its deterioration. In some
situations, fish can still serve as an important route of transmission of infectious
agents, being responsible for outbreaks of food-borne diseases that occurred in
recent years in Brazil. The use of chemical preservatives in fish serves as a way to
delay the deterioration process and prevent the development of microorganisms,
however, it is a controversial and controversial practice. If on the one hand its use
Is imperative, on the other the uncertainty of both negative and positive studies
related to the toxicity of many of these substances raises controversies. In this
sense, the search for alternative compounds for use as natural preservatives in
fish has the purpose of meeting the consumer's perspective on the sensory aspect
and extending the shelf life with safety, both microbiological and chemical.
Chitosan, a cationic polysaccharide, has attracted attention as a potential food
preservative because it is of natural origin, nontoxic and presents biological activity
as antioxidant and antimicrobial. Its application in food is through the application of
coatings, by spraying or immersion or by the preparation of active biofilms,
incorporated or not of other antimicrobial agents. Among these antimicrobial
agents, clove essential oil has been considered a safe source of natural

antimicrobials, since it poses no risk to the health of consumers. Thus, the use of
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chitosan as a edible coating associated with essential oils, such as clove essential
oil, is intended to extend the shelf life of the fish and to confer desirable

organoleptic characteristics.

Keywords: Aquaculture, fish, chitosan, clove essential oil.
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1. Aquicultura

A aquicultura é uma pratica tradicional de longa data, encontrada em varias
culturas pelo mundo. Atualmente, é definida como uma atividade multidisciplinar,
referente ao cultivo de diversos organismos aquaticos, incluidos neste contexto
plantas aquéticas, moluscos, crustaceos e peixes, sendo que a intervencao ou
manejo no processo de criacdo desses organismos € imprescindivel para o
aumento da sua producéo (OLIVEIRA, 2009a).

A demanda mundial por pescado vem crescendo de forma acelerada em
decorréncia do aumento populacional e da busca por alimentos mais saudaveis
(FAO, 2014). O consumo de pescado per capita a nivel mundial registrou
aumento de 9,9 kg em 1960, 14,4 kg em 1990 e 19,7 em 2013, com estimativa
gue aponta um aumento superior a 20 kg em 2015 (FAO, 2016). Essa tendéncia
pelo consumo de alimentos saudaveis vem sendo observada e, atualmente,
guase metade da producdo de pescado ja é originada da aquicultura. Assim, o
aumento do consumo per capita de pescado sera cada vez mais dependente da
disponibilidade dos produtos da aquicultura e sua capacidade de adequacdo as
exigéncias do mercado consumidor (ROCHA et al., 2013).

A producao global de pescado em 2014 foi de 167,2 milhdes de toneladas,
de acordo com a FAO (2016), dos quais 146,3 milhdes de toneladas foram
utilizados no consumo humano. Dos 146,3 milhdes de toneladas, 73,8 milhdes de
toneladas (50,4%) tiveram origem da pesca, enquanto 72,5 milhdes (49,6%) de
toneladas tiveram origem da aquicultura. Além disso, na publicagdo Fish to 2030,
a FAO estima que em 2030 a aquicultura seja responsavel por mais de 60% da
produgdo mundial de pescado para o consumo humano. Assim, a tendéncia dos
ultimos anos deve continuar nas proximas décadas, com a aquicultura sendo a
maior responsavel por atender a crescente demanda de pescado em nivel
mundial (FAO, 2014).

Dentre os paises com maior potencial para a aquicultura, o Brasil tem papel
de destaque pelas condicbes naturais, clima favoravel e pela sua matriz
energética. Este potencial esta relacionado a sua costa oceénica de mais de oito
mil quildbmetros, a sua Zona Econdmica Exclusiva de 3,5 milh6es de km? e a sua

dimenséao territorial, que dispde de, aproximadamente, 13% da agua doce do



25

planeta (ROCHA et al., 2013). Possui ainda caracteristicas regionais bastante
especificas no campo social, econdbmico e geografico, possuindo um mercado
consumidor em potencial para produtos provenientes da aquicultura
(OSTRENSKY; BORGHETTI; SOTO, 2008).

No Brasil, a producéo total foi de aproximadamente 1.241.807 de toneladas
de pescado conforme dados divulgados pelo Ministério da Pesca e Aquicultura
(MPA) em 2013, sendo que, destas, 765.287 toneladas foram de origem da pesca
(61,6%) e 476.512 toneladas de origem da aquicultura (38,4%) (BRASIL, 2015a).

A aquicultura representa numeros oficiais que apontam o Sul e o Nordeste
como as principais regibes produtoras de pescado, correspondendo juntas a
52,09% da producéo aquicola nacional em 2013 (Tabela 1). As regides Centro-
Oeste e Norte séo responsaveis por 37,36% da producdo, a regido Sudeste tem a
menor participacdo na producdo nacional, com 12,55%, segundo estatisticas

oficiais publicadas pelo Ministério da Pesca e Aquicultura (BRASIL, 2015a).

Tabela 1. Producéo brasileira de pescado por regido proveniente da aquicultura
em 2013.

Regido Producéo (t)
Nordeste 140.748
Sul 107.448
Centro-Oeste 105.010
Norte 73.009
Sudeste 50.297
Total 476.512

Fonte: MPA/IBGE (BRASIL, 2015a).

2. Pescado e seu valor nutricional

Por definicdo, o termo pescado abrange, segundo o Regulamento de
Inspecdo Industrial e Sanitaria dos Produtos de Origem Animal, por meio do
Decreto n® 30.691, de 1952: peixes, crustaceos, moluscos, anfibios e quelénios,
habitantes dos meios aquaticos de origem fluvial, marinha ou estuarina, desde
gue destinados a alimentacdo humana (BRASIL, 1952; GONCALVES, 2011).
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Os peixes e os produtos obtidos por meio da atividade da pesca destacam-
se nutricionalmente de outros alimentos de origem animal (SARTORI; AMANCIO,
2012). Representa uma das principais fontes de proteina na alimentacdo humana,
caracterizado por sua elevada digestibilidade, acima de 95%, superior a das
carnes em geral e alto valor biolégico, sendo o alimento mais saudavel do ponto
de vista nutritivo (ORDONEZ, 2005). Com relac&o a quantidade e a qualidade das
proteinas do pescado, o teor é sempre alto, variando entre 15% e 25%
(GERMANO; GERMANO, 2008).

O pescado é composto basicamente por agua, lipidios e proteinas, cujas
guantidades variam entre as espécies. Contém grandes quantidades de vitaminas
lipossolaveis A e D, minerais, calcio, fosforo, ferro, cobre e selénio. A composicao
lipidica é considerada de elevada proporcdo de acidos graxos poli-insaturados,
mais de 40%, o que impacta tanto na saldde, quanto na tecnologia aplicada
durante o processamento destes alimentos. As proteinas contém todos os
aminoacidos essenciais para o ser humano e tém elevado valor biologico.
Adicionalmente, sdo excelentes fontes de aminoacidos como lisina, metionina e
cisteina (FAO, 2005).

O pescado é a carne mais demandada mundialmente e a de maior valor de
mercado (SIDONIO et al.,, 2012; ROCHA et al., 2013). Porém, no Brasil, seu
consumo ainda é considerado baixo comparado a média mundial de 19,7 kg por
habitante/ano em 2013 (FAO, 2016). Mesmo tendo aumentado nos ultimos anos
para 11,1 kg por habitante/ano, este valor encontra-se abaixo do minimo
recomendado pela Organizacdo Mundial de Saude, que é de 12 kg por
habitante/ano (BRASIL, 2013). Possiveis motivos sdo os precos elevados e a
baixa qualidade, resultante de problemas de manipulagcdo na comercializacdo in
natura, conservacao e armazenamento (SARTORI; AMANCIO, 2012).

Os beneficios nutricionais provenientes do consumo de pescados séo
atribuidos a presenca dos acidos graxos Omega-3, principalmente EPA
(eicosapentaenoico) e DHA (docosaexaenoico). Entre os efeitos fisiol6gicos nos
humanos, estdo a prevencdo e tratamento de doencas cardiovasculares,
hipertensdo, inflamacbes em geral, asma, artrite, psoriase e varios tipos de
cancer. O EPA relaciona-se principalmente com a protecdo da saude

cardiovascular e o0 DHA é considerado fundamental para o desenvolvimento do
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cérebro e sistema visual, associado a saude materno infantii (ZAMBOM,;
SANTOS; MODESTO, 2004).

3. Deterioracdo do pescado

Entre os produtos de origem animal, o pescado representa um dos mais
suscetiveis ao processo de deterioracdo (SOARES; GONCALVES, 2012). E
composto basicamente por agua, lipidios e proteinas, sendo um dos alimentos
mais pereciveis, necessitando de cuidados adequados de manipulagéo, desde a

captura até o consumo ou industrializacado (ABREU et al., 2008).

A maior probabilidade de deterioracdo ocorre pelo pescado apresentar pH
proximo a neutralidade, elevada atividade de agua nos tecidos, alto teor de
nutrientes facilmente utilizaveis pelos microrganismos, acentuado teor de
fosfolipidios e rdpida acdo destrutiva das enzimas presentes nos tecidos e nas
visceras do peixe (SOARES; GONCALVES, 2012). Além disso, apresenta o
conteudo de aminoacidos livres e bases volateis nitrogenadas relativamente alto
guando comparado a outras carnes. O alto conteudo de compostos nitrogenados
de baixo peso molecular, associado a outros fatores, torna o pescado
extremamente sensivel & microbiota deteriorante (VASCONEZ et al., 2009;
CHAHAD et al.,, 2012). Dentre os processos que causam a deterioracdo do
pescado tem-se: a acdo de enzimas autoliticas, oxidacdo lipidica e a atividade
bacteriana. De todos, 0s microrganismos constituem os principais responsaveis

pelo surgimento das alteracdes (RIBEIRO et al., 2009).

A deterioracdo de peixes segue normalmente trés estagios: rigor mortis,
autolise (perda do frescor) e deterioracdo microbiana. Esses estagios acontecem
rapido ou lentamente dependendo da espécie, condi¢do fisioldgica do peixe,
contaminagdo microbiana e temperatura (OCANO-HIGUERA et al., 2009).

O rigor mortis é caracterizado pelo enrijecimento do musculo como resultado
do esgotamento de trifosfato de adenosina (ATP) logo apds a morte do animal,
havendo hidrolise dos compostos organicos, sendo o principal deles o glicogénio,
gue hidrolisa rapidamente e produz o acumulo de é&cido lactico no musculo e

reducdo do pH (6,5) (BEIRAO et al., 2004). Ao término dessa fase, tem-se inicio
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as fases de deterioracdo enzimatica e bacteriana (SOARES; GONCALVES,
2012).

7

O processo autolitico é realizado por enzimas endogenas lipoliticas e
proteoliticas presentes no musculo e responsaveis pela perda inicial da qualidade
do peixe fresco. Quando ainda vivo, a pele dos peixes atua como uma barreira
mecanica a penetracdo de microrganismos, razdo pela qual seu musculo é
considerado estéril. Apés a morte, a autdlise se instala, a pele torna-se permeavel
e o pescado vulneravel ao ataque microbiano (LEITAO, 1977). Ao mesmo tempo,
h& a liberacdo de acucares simples, aminoacidos livres e outras substancias,
como amonia, tornando o meio rico ao desenvolvimento microbiano (FRANCO;
LANDGRAF, 2005)

A deterioracdo microbiana é, sem duvida, a mais importante e se instala a
partir da superficie da pele, das branquias e do trato intestinal do pescado por
meio de sua microbiota (VIEIRA, 2004). Segundo Franco e Landgraf (2005),
dentre os géneros de microrganismos que fazem parte da microbiota natural do
pescado, podem ser citados Pseudomonas, Moraxella, Shewanella,
Flavobacterium, Vibrio e Micrococcus. Os géneros mais importantes na
deterioracdo de peixes sdo Pseudomonas e Shewanella, principais responsaveis
pelas alteracdes sensoriais do pescado devido a formac&o de trimetilamina,
ésteres, substancias volateis redutoras e outros compostos. Esses géneros sao
importantes, ndo somente por sua natureza psicrotréfica, mas principalmente pela
capacidade de utilizacdo de substancias nitrogenadas nao proteicas (FRANCO;
LANDGRAF, 2005).

A deterioracdo do pescado é um processo metabdlico que causa alteragdes
organolépticas indesejaveis, apesar de ndo ser a causa de doencas de origem
alimentar. As mudancas na aparéncia, sabor, odor e consisténcia do masculo sé&o
guestbes que afetam a qualidade dos peixes (DOYLE; BEUCHAT, 2007). No
processo de deterioracdo tem-se observado que as condicdes de captura,
manipulacdo e processamento determinam a velocidade aos quais essas
alteragbes podem acontecer, sendo a temperatura o fator de maior impacto
(OCANO-HIGUERA et al., 2009).
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A vida util do pescado se refere ao intervalo de tempo em que o produto
pode ser conservado em determinadas condicbes de temperatura, umidade
relativa, luminosidade, oxigénio, etc., de forma a garantir seus atributos sensoriais
e nutricionais (GONCALVES, 2011). No intervalo decorrido da captura até o
processamento ou comercializacdo, 0 pescado se encontra sujeito a perdas de
gualidade fisico-quimica, sensorial e microbiologica, devido as condicbes de
armazenamento a bordo e a natureza da sua composicdo, podendo haver
alteracdes nas caracteristicas quimicas, fisicas ou microbiologicas, que resultam
em alteracdes sensoriais (SOARES; GONCALVES, 2012).

Como forma de minimizar ou retardar os processos de deterioracdo
decorrentes em pescados, as industrias vém buscando melhorar as tecnologias
de conservacdo dos alimentos, como o uso de antimicrobianos naturais e
atmosfera modificada, para que assim se obtenha um produto final com a melhor
gualidade possivel (ARKOUDELOS; STAMATIS; SAMARAS, 2007; PANTAZI et
al., 2008).

3.1. Oxidacéo lipidica

Os lipideos sdo um grupo de compostos heterogéneos que tem em comum a
insolubilidade em agua e solubilidade em solventes organicos. Compreendem as
gorduras, 6leos, ceras e compostos relacionados e se encontram distribuidos em
todos os tecidos, principalmente nas membranas celulares e nas células de
gordura (DUTRA-DE-OLIVEIRA; MARCHINI, 2010). Dentre os lipideos, se
destacam os triacilglicerideos que possuem longas cadeias carbonicas ligadas a
moléculas de glicerina. Os 6leos e gorduras sao suscetiveis ao processo de
oxidacdo devido a determinadas caracteristicas quimicas, como presenca de
insaturacdes e cadeia longa dos acidos graxos que compdem os triacilglicerideos
(GUNSTONE, 2008).

A reacdo espontanea do oxigénio atmosférico com os lipidios, conhecida
como auto-oxidacdo ou oxidacao lipidica, € o processo mais comum que leva a
deterioragdo oxidativa (CAETANO, 2009). O processo oxidativo é 0 processo
primario de deterioracdo da qualidade do pescado que resulta em mudancas no

sabor, perda de cor e de nutrientes, possivel producdo de compostos téxicos,
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causando também a degradacao das proteinas da carne, pigmentos e reducao da

gualidade nutricional, o que limita a vida util (ABREU et al., 2010).

No musculo, a rancificacdo da gordura € causada por compostos quimicos
Ou espécies reativas ao oxigénio que causam quebra das ligacdes duplas nas
fracdes fosfolipidicas das membranas celulares, que no caso dos peixes sdo mais

suscetiveis porque possuem maior grau de insaturacdo (RUFF et al., 2002).

A oxidacao lipidica esta associada a reacdo do oxigénio com acidos graxos
insaturados e ocorre em trés fases: iniciagdo, propagacao e término (Figura 1). A
iniciacdo ocorre a formacéao dos radicais livres do acido graxo devido a retirada de
um hidrogénio do carbono alilico, em condi¢des favorecidas pela luz e calor. A
propagacdo inicia-se quando os radicais livres, suscetiveis ao oxigénio
atmosférico, sdo convertidos em outros radicais aparecendo o0s produtos
primarios da oxidacdo como os peroxidos e hidroperédxidos. Os radicais livres
formados atuaram como propagadores da reacdo. Na fase de término, dois
radicais combinam-se, com a formacgdo de produtos estaveis obtidos por ciséo e
rearranjo dos peréxidos (TOLEDO; ESTEVES; HARTMANN; 1985; RAMALHO;
JORGE, 2006).

Figura 1. Esquema geral do mecanismo de oxidacao lipidica.

Iniciacdo RH — R'+H°
Propagacio — R*+0O, — ROO°®

ROO*+RH — ROOH + R*

Término ROO*+R* — ROOR
Produtos

ROO"+ROO" — ROOR+O, Estiveis

R*+R* — RR

RH — acido graxo insaturado; R* - radical livre; ROO® - radical peréxido e ROOH — hidroperéxido.
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Fonte: (RAMALHO; JORGE, 2006)

Algumas medidas sdo necessarias para atrasar o declinio da qualidade do
pescado e estender a vida util dos peixes através da reducdo da taxa de oxidacéo
lipidica (SONG et al., 2011). Os antioxidantes séo adicionados aos alimentos para
retardar o inicio ou desacelerar a taxa de oxidacdo do produto. No entanto, os
antioxidantes sintéticos usados podem trazer riscos a saude de seres humanos

por serem potencialmente carcinogénicos (ABREU et al., 2010).

A aplicacdo de peliculas e revestimentos antioxidantes naturais nos peixes
pode ser benéfica, uma vez que esses produtos contém gorduras facilmente
oxidaveis. O nivel de oxidacéo de lipideos no pescado é frequentemente avaliado
medindo substancias como as que sdo reagentes ao &cido tiobarbitirico
(TBARS), sendo expressas como conteudo de malonaldeido (BONILLA et al.,
2012). As substancias reativas do acido tiobarbitirico (TBARS) sao desenvolvidas
como subproduto da oxidacdo dos lipideos e podem ser medidas pelo ensaio
TBARS usando o &cido tiobarbitdrico como reagente (JANERO, 1990).

4. Doencas Veiculadas por Alimentos (DVA)

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), as Doencas Veiculadas
por Alimentos (DVA) abrangem enfermidades do mais amplo espectro, e, além de
ser um problema crescente de saude publica em todo o mundo, séo resultados da
ingestdo de alimentos contaminados por microrganismos patogénicos, toxinas de
microrganismos, parasitas, substancias quimicas, objetos lesivos ou que
contenham em sua constituicdo estruturas naturalmente téxicas (BRASIL, 2015b).
Essa contaminacdo pode ocorrer em qualquer fase do processo de producao até
0 consumo, principalmente através do meio ambiente, incluindo a poluicdo da
agua, solo ou ar (BRASIL, 2004).

A ocorréncia de DVA vem aumentando de modo significativo em nivel
mundial. Varios sdo os fatores que contribuem para a emergéncia dessas
doencgas, entre 0s quais destacam-se: 0 crescente aumento das populagdes; a
existéncia de grupos populacionais vulneraveis ou mais expostos; o processo de

urbanizacdo desordenado e a necessidade de producdo de alimentos em grande
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escala. Contribui ainda, o deficiente controle dos 6rgaos publicos e privados

guanto a qualidade dos alimentos ofertados as popula¢ées (BRASIL, 2010).

Muitos alimentos tém sido relacionados como causas das DVA e infeccoes,
no entanto, as pesquisas normalmente restringem-se a constatar a presenca
daquelas bactérias patogénicas classicas, como a Salmonella, Shigella,
Staphylococcus aureus, Clostridium perfringens e Clostridium botulinum (COSTA,
2006).

O surto alimentar por DVA é definido como um incidente em que duas ou
mais pessoas apresentam uma enfermidade semelhante apos a ingestdo de um
mesmo alimento ou agua, com as analises epidemiolégicas apontando para a
mesma origem da enfermidade. Dados atuais sobre a incidéncia de surtos
alimentares no Brasil mostram que no ano de 2014, foram registrados 886 surtos
de DVA e 15.700 casos contra 575 surtos e 9.267 casos no ano de 2015 (Figura
2). Até o més de janeiro de 2016, o numero de surtos ocorridos em 2015 esta

acima da metade comparando com o ano de 2014 (BRASIL, 2015c).

Figura 2. Série histérica de surtos e casos de DVA no Brasil no ano de 2007 a
2015*.
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Fonte: SINAN/SVS/Ministério da Saude (BRASIL, 2017)

Em algumas situacbes, o pescado pode servir como importante via de
transmissdo de agentes infecciosos, sendo responsaveis por 0,8% dos surtos de
DVA ocorridos no Brasil do ano de 2000 a 2015 (Figura 3). O peixe vivo apresenta
contaminacgao bacteriana principalmente na pele, branquias e escamas, passando
aos demais tecidos apds a morte do animal. Desta forma, a manipulacdo indevida
e a nao utlizacdo de medidas higiénicas durante o transporte, manuseio e
conservacdo podem facilitar o desenvolvimento dos patdgenos, presentes no

préprio pescado ou provenientes do ambiente (FAO, 2010).

Figura 3. Alimentos incriminados em surtos alimentares no Brasil de 2000 a

2015

N3o identificados I 51,4%
Alimentos mistos |GG 14,1%
Ovos e produtos a base de ovos N 7,7%
Agua | 6,1%
Doces e sobremesas | 4,1%
Carne bovina in natura, processados e miudos [l 3,4%
Leite e derivados | 3,3%
Carne de ave in natura, processados e mitidos Wl 2,2%
Carne suina in natura, processados e miidos Bl 2,1%
Cereais, farinaceos e prod a base de cereais M 1,9%
Hortalicas M 1,2%
Pescados, frutos do mar e processados W 0,8%
Especiarias, molhos indust. e similares I 0,5%
Bebidas ndo alcodlicas | 0,4%
Frutas, produtos de frutas e similares | 0,3%
Gelados comestiveis | 0,2%

Edulcorantes  0,1%

*Dados sujeitos a alteragéo.

Fonte: SINAN/SVS/Ministério da Saude (BRASIL, 2016)

As bactérias patogénicas presentes no pescado podem ser divididas em dois
grupos: bactérias do meio ambiente e as bactérias oriundas de contaminagcao. As
bactérias do meio ambiente sdo Clostridium botulinum, Vibrio parahaemolyticus,

Vibrio cholerae, Aeromonas sp. e Listeria sp.. J& as bactérias por contaminagéo
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sao Staphylococcus aureus, Salmonella sp., Escherichia coli e Shigella (HUSS,
1997).

A legislagdo brasileira vigente, de acordo com a RDC n° 12 de 2001,
preconiza como medida de seguranca a presenca de microrganismos em
pescado in natura, resfriados ou congelado valores limites & presenca de
Staphylococcus coagulase positiva, dentre os quais se encontra S. aureus de 103

UFC.g! e auséncia de Salmonella sp. em 25 g de pescado (BRASIL, 2001).

Oliveira et al. (2010) relataram que a maioria dos surtos diarreicos tem sido
relacionado a ingestdo de alimentos com boa aparéncia, sabor e odor normais,
sem qualquer alteracdo sensorial visivel. Isso ocorre porque a dose infectante de
patdgenos alimentares geralmente € menor que a quantidade de microrganismos
necesséria para degradar os alimentos, esse fato dificulta o rastreio dos alimentos

causadores de surtos.

4.1. Género Listeria

O género Listeria compreende as espécies Listeria monocytogenes, Listeria
ivanovii, Listeria grayi, Listeria innocua, Listeria welshimeri, Listeria seeligeri, e as
mais recentemente reconhecidas Listeria marthii, Listeria rocourtiae, Listeria
weihenstephanensis e Listeria fleischmannii (BERTSCH et al., 2013; LANG et al.,
2013). No entanto, somente sédo consideradas patogénicas para humanos e
animais as espécies Listeria monocytogenes e Listeria ivanovii (PAGADALA et al.,
2012).

Listeria monocytogenes é uma bactéria Gram positiva, em forma de bacilo
pequeno e regular, anaerdbia facultativa, mével com flagelos peritriquios e ndo
formadora de esporos (CAMEJO et al., 2011). Esta bactéria € ubiqua no meio
ambiente e é frequentemente encontrada em fezes de animais, solo, vegetagéo

em decomposicao, plantas e agua corrente.

Em idosos e imunocomprometidos, a listeriose manifesta-se principalmente
sob forma de infeccdo do sistema nervoso central, como meningite e infeccao
sanguinea generalizada. Nas gravidas, os sintomas confundem-se muitas vezes
com sindrome gripal, ocorrendo a propagacdo da infeccdo da mae ao feto,

podendo provocar aborto ou nascimento de bebés com patologias graves (KETO-
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TIMONEN, 2008). O periodo infeccioso da listeriose pode ter uma duracao de 20
a 30 dias (VAZQUEZ-BOLAND et al., 2001).

Listeria monocytogenes representa uma preocupacao constante para as
indastrias de alimentos e oOrgdos oficiais de regulamentacdo, pois possui
habilidade de sobreviver em condi¢cOes adversas e tem capacidade de crescer em
temperaturas de refrigeracdo, resistir ao congelamento e aos diversos
antimicrobianos, tornando um dos microrganismos de grande importancia entre os
patdgenos veiculados por alimentos, através do consumo de pescados (GANDHI;
CHIKINDAS, 2007; GONCALVES, 2011).

Este microrganismo apresenta como habitat natural a agua, portanto, estao
provavelmente presentes na superficie externa de peixes em aguas
contaminadas. Listeria monocytogenes foi detectada por Gudmundsdottir et al.
(2006) na superficie de peixes e no revestimento do estbmago, branquias e
intestinos de peixes porém a carne € geralmente livre do microrganismo, a menos

gue tenha sido contaminado a partir de diferentes fontes.

4.2. Género Salmonella

O género Salmonella pertence a familia Enterobacteriaceae e € composto
por duas espécies Salmonella enterica, com seis subespécies e Salmonella
bongori (BHOWMICK et al., 2011). Ressalta-se que existem aproximadamente
2.610 sorovares considerados patdgenos potenciais a animais e humanos
(TESSARI et al., 2012), aos quais sdo divididos em trés grupos conforme o grau
de adaptacdo ao hospedeiro: Salmonella tifdide (enterica), causadora da febre
tifoide e para-tifoide, geralmente ndo sdo patogénicas para animais; Salmonella
nao-tifoide, causa gastrenterite em diversos animais, incluindo humanos; e
Salmonella restrita a aves e ovinos (GREIG; RAVEL, 2009).

Compreende bactérias Gram negativas, geralmente méveis, ndo formadoras
de esporos, anaerObias facultativas, catalase positivas, oxidase negativas,
desenvolvendo-se no intervalo de temperatura entre 5°C e 47°C, porém
apresentam crescimento 6timo na faixa de 35°C a 37°C (FRANCO; LANDGRAF,

2005). Sao frequentemente encontradas no trato intestinal de diversos animais,
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incluindo passaros e homens, podendo contaminar o pescado durante seu
processamento (NORHANA et al., 2010).

A doenca causada por Salmonella, a salmonelose, € uma das principais
zoonoses para a saude publica em todo o mundo (LOURENCO; REIS; VALLS,
2004), exteriorizando-se pelas suas caracteristicas de endemicidade, alta
morbidade e, sobretudo, pela dificuldade da adocdo de medida no seu controle
(GUERIN; VOLD; VILTSLAND, 2005). Além da importancia das medidas
preventivas para evitar o risco de infec¢do da salmonelose na populacdo humana,
o controle desta doenca € de grande interesse para a economia dos paises em
gue ocorrem esses surtos (SHINOHARA et al., 2008).

A febre tifoide, causada pela Salmonella Typhi, apresenta sintomas muito
graves e incluem septicemia, febre alta, diarreia e vomitos. Apos a infeccdo, os
individuos podem se tornar portadores por meses ou anos, constituindo entédo
uma fonte continua de infeccdo. O periodo de incubacdo usualmente varia de 7 a
21 dias e a duracdo da doenca pode chegar a oito semanas. A febre entérica, o
agente etiolégico € a Salmonella Paratyphi, os sintomas clinicos sdo mais
brandos que em relacdo a febre tiféide, podendo evoluir para septicemia e
freqientemente desenvolver um quadro de gastroenterite, febre e vomitos. O
periodo de incubacdo é usualmente de 6 a 48 horas e a duracdo média da
doenca € de trés semanas. E as salmoneloses causadas por outras salmonelas
desenvolvem um quadro de infec¢do gastrointestinal, tendo como sintomas dores
abdominais, diarréia, febre baixa e vémito, sendo raro os casos clinicos fatais. Os
sintomas aparecem de 12 a 36 horas, podendo durar os sintomas até 72 horas
(FRANCO; LANDGRAF, 2005; CONNOR; SCHWARTZ, 2005; JAWETZ;
ADELBERG, 2006).

Devido Salmonella encontrar-se cada vez mais envolvida em surtos de
doencas veiculadas por alimentos, com efetiva participacdo do pescado, alertas
para a necessidade de medidas de controle na higiene dos manipuladores,
durante 0 manuseio e processamento sd0 necessarias, evitando contaminacéo
cruzada por meio de utensilios e equipamentos, contribuindo para reducdo dos

niveis de contaminacao do produto (VIEIRA, 2004).
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4.3. Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus apresenta-se como cocos Gram positivos,
agrupados em cachos irregulares, isolados, em pares ou tétrades. E imdvel,
catalase positiva, coagulase positiva e ndo formador de esporos. Considerado um
microrganismo mesofilo com temperatura de crescimento entre 7° e 47,8°C,
podendo produzir enterotoxinas termorresistentes. Este microrganismo tem a
capacidade de sobreviver e multiplicar em uma concentracéo de cloreto de sodio
de até 15% e é o Unico capaz de se multiplicar em alimentos com valores de
atividade de agua (aw) inferiores a 0,86 (FRANCO; LANDGRAF, 2005).

Esta presente nas cavidades orofaringea e nasal, nas maos, unhas, cabelos,
pelos, além da pele e pode ser facilmente veiculado aos alimentos causando
surtos de DVA se nao forem adotadas praticas adequadas de higiene
(WERTHEIM et al., 2005). O periodo de incubagcdo e a sintomatologia deste
patdgeno variam com a sensibilidade do individuo e a quantidade de toxina no
alimento ingerido (FRANCO; LANDGRAF, 2005). Os principais sintomas sao
nauseas, vomito, caibras abdominais e diarreia. O periodo de incubacao varia de

15 minutos a 8 horas, sendo em média 2 a 4 horas (LOIR et al., 2003)

Os manipuladores de alimento estdo associados a 24% de todos 0s casos
de enfermidades veiculadas por alimentos em paises desenvolvidos, destacando-
se dentre as bactérias envolvidas S. aureus (ARIAS-ECHANDI, 2000).

Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) em 2013, no
Brasil, S. aureus foi 0 segundo microrganismo mais relacionado a casos de surtos
registrados entre os anos de 2000 e 2015. Sendo responsavel por 7,6% dos
casos registrados, estando atrds somente da Salmonella spp., com 14,3% casos
registrados. Escherichia coli ocupa o quarto lugar, com 6,4% casos (BRASIL,
2016).

O pescado pode estar contaminado com S. aureus provenientes de
manipuladores infectados ou do ambiente. A intoxicacdo alimentar provocada por
este microrganismo é devido a ingestdo de enterotoxinas produzidas e liberadas
pela bactéria durante sua multiplicacdo no alimento e representando um risco
para saude publica. Os diferentes tipos de enterotoxinas produzidas por

Staphylococcus sp. foram inicialmente descritas sendo 5 tipos sorologicamente
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distintos, denominados de SEA, SEB, SEC1, SEC2, SEC3, SED e SEE. Na
sequéncia, novas enterotoxinas foram descritas e denominadas SEG, SEH, SEI,
SEJ, SEK, SEL, SEM, SEN, SEO, SEP, SEQ, SER e SEU (JORGENSEN et al.,
2005). A enterotoxina estafilocécica é termoestavel e esta presente no alimento
mesmo apOs o0 cozimento, possibilitando desta forma, a instalacdo de um quadro
de intoxicacao de origem alimentar (NETO; SILVA; STAMFORD, 2002).

4.4. Escherichia coli

Escherichia coli € uma bactéria do grupo dos coliformes termotolerantes,
pertencente a familia Enterobacteriaceae e a principal causadora de doencas
diarreicas via ingestdo de agua e alimentos contaminados. Sao microrganismos
Gram negativos, em forma de bastonetes, ndo esporulados e mdveis, com
presenca de flagelos peritriquios. Possuem metabolismo respiratorio e
fermentativo, pois sdo anaerdbios facultativos, com temperatura oOtima de
crescimento a 37°C (SCHEUTZ; STROCKBINE, 2005).

E uma espécie predominante entre os diversos microrganismos anaerdbios
facultativos que fazem parte da microbiota intestinal de animais endotérmicos. No
entanto, sdo comumente isoladas de alimentos, permitindo-se suspeitar do
contato destes com material contaminado por fezes em alguma etapa da sua
producdo, portanto condi¢des higiénicas insatisfatérias e eventual presenca de
enteropatégenos (ARAUJO et al., 2011). Outro aspecto a ser considerado é que
diversas estirpes sdo comprovadamente patogénicas para o homem e animais,
dentre essas a E. coli O157:H7, implicada como agente etiolégico da colite
hemorragica e sindrome urémica hemolitica (FRANCO; LANDGRAF, 2005). O
periodo de incubacdo das infeccbes ocasionadas por E. coli é de 3 a 4 dias,
embora incubacgfes de 5 a 8 dias e 1 a 2 dias ja tenham sido descritas. A diarreia
€ o0 sintoma inicial, podendo ser precedida de dores abdominais e febre
(NASCIMENTO; STAMFORD, 2000; NATARO; KAPER, 1998).

Existem trés sindromes clinicas causadas por infec¢cdes de cepas de E. coli:
infecgBes do trato urinério; meningite e septicemias; e gastroenterites (NATARO;
KAPER, 1998). De acordo com sua viruléncia, as cepas de E. coli responsaveis

pelas gastroenterites sao classificadas como E. coli enteropatogénica (EPEC), E.
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coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteroinvasora (EIEC), E. coli
enterohemorragica (EHEC), E. coli enteroagregativa (EAEC) e E. coli aderente
(DAEC) (MURRAY, 2009).

Escherichia coli ndo € um habitante natural da microbiota de peixes, porém
tem sido isolada com frequéncia no intestino desses animais, pois ambientes
aquaticos contaminados podem transmitir o patdgeno (GUZMAN et al., 2004).
Barbosa et al. (2014) analisando agua e peixes de pesque pagues da Microbacia
de Cérrego Rico, Jaboticabal (SP) no Brasil, encontraram115 estirpes de E. coli,
entre as quais foram encontrados diversos sorogrupos como EPEC (E. coli

enteropatogénica) e a EIEC (E. coli enteroinvasiva).

4.5. Pseudomonas aeruginosa

A bactéria Pseudomonas aeruginosa € considerada um bacilo Gram
negativo, aerobico, ndo formador de esporos, pertencente a familia
Pseudomonadaceae. Esse bacilo apresenta-se sozinho, em pares ou em
pequenas cadeias, sendo movel devido a presenca de um ou mais flagelos
polares (FUENTEFRIA et al., 2008). Por ser um agente patogénico oportunista,
pode ocasionar infec¢cdes quando ha reducdo dos mecanismos de defesa do
hospedeiro. Além disso, apresenta resisténcia a uma ampla variedade de
condi¢cdes fisicas, incluindo capacidade de se multiplicar sob refrigeracdo, com
elevadas concentracdes de corantes e sais, propriedades que contribuem para

sua presenca em diversos ambientes (PIRNAY et al., 2005).

Possui intensa atividade metabodlica, degradando proteinas, gorduras,
carboidratos e outros substratos, além de produzir pigmentos que causam
alteracdes nas caracteristicas quimicas e sensoriais do alimento. Sua presenca
em niveis elevados, no final do processamento, resulta na redugdo da vida de
prateleira de produtos refrigerados, devido a producdo do muco superficial, além
de odores e sabores desagradaveis, sendo, portanto, seu estudo de grande

importancia para a industria de alimentos (GUAHYBA, 2003).



40

5. Antimicrobianos naturais
5.1. Quitosana

A quitosana é um amino polissacarideo, derivado da desacetilacdo do grupo
N-acetil da quitina, a qual constitui a maior parte dos exoesqueletos dos insetos,
crustaceos e parede celular dos fungos. E considerada um dos compostos
organicos mais abundante e importante da natureza (AZEVEDO et al., 2007). E
um heteropolimero policatibnico composto por ligacdo B (1—4) de N-acetil-
Dglucosamina e D-glucosamina (Figura 4), originado a partir da reagao de
desacetilacdo parcial de quitina (Figura 5), geralmente por tratamento alcalino. E
insoltvel em solugcdes aquosas com pH superior a 7, porém, em acidos, 0s grupos
amino livres sdo protonados e a molécula torna-se altamente solivel em pH &acido
(KRAJEWSKA, 2004; CHEN et al., 2005).

Figura 4. Estrutura quimica da quitina e da quitosana.
CH,OH

0 — —
OH

= —C e x> 50% —= quitina

CHa
R= —H ey > 50% — quitosana

Fonte: (ZARGAR; ASGHARI; DASHTI, 2015).
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Figura 5. Reacdo de desacetilacdo da quitina, originando a quitosana.
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Fonte: (ZARGAR; ASGHARI; DASHTI, 2015).

Por ser um produto natural, de baixo custo, renovavel, abundante e atéxico,
a quitosana tem despertado grande interesse econdmico e tecnolégico (SANTOS
et al., 2003). Tem sido proposta como um material potencialmente atraente para
diversos usos, como na area alimenticia e biotecnoldgica, ciéncia dos materiais,
tratamento de agua, drogas e produtos farmacéuticos, agricultura, protecdo
ambiental, incluindo a propriedade de nao ter quase nenhuma toxicidade ao
homem (AZEVEDO et al., 2007; RAMOS BERGER et al., 2011).

Entre os varios agentes antimicrobianos naturais, a quitosana vem sendo
utilizada para aplicacbes comerciais em alimentos por ser um produto de origem
natural, possuir propriedade antimicrobiana e antioxidante, de biodegradabilidade,
biocompatibilidade, capacidade de formacao de filmes, e por ser classificado
como um produto GRAS (Generally Recognized as Safe) pelo Food and Drug
Administration dos EUA em 2001 (SAGOO; BOARD; ROLLER, 2002;
DEVLIEGHERE; VERMEULEN; DEBEVERE, 2004).
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A propriedade antimicrobiana da quitosana mostra-se eficaz na inibic&do tanto
de bactérias Gram positivas quanto Gram negativas, como também de leveduras
e bolores, e por isso, tem sido bastante utilizada em alimentos como filmes e
revestimentos antimicrobianos (SIRIPATRAWAN; HARTE, 2010). Com esta
propriedade, esse composto tem a capacidade de prolongar a vida util do produto,
com sua qualidade e seguranca também melhores preservadas (SUPPAKUL et
al., 2003; KUORWEL et al., 2013).

Os biofilmes e revestimentos ediveis de quitosana estdo a ganhar cada vez
mais importancia, uma vez que dao resposta a varios desafios relacionados com
0 armazenamento de produtos alimentares e surgem como uma alternativa para
reduzir os efeitos prejudiciais impostos pelo processamento dos alimentos,

aumentando o tempo de prateleira (PINHEIRO et al., 2010).

7

O revestimento por meio do método de imersdo é o método geralmente
usado para revestir frutos, queijos, vegetais, carnes e peixes. Neste método, o
produto € diretamente imerso na formulagéo do revestimento em meio aquoso, 0
excesso € removido e o revestimento é seco, formando-se um filme sobre a
superficie do produto (PINHEIRO et al., 2010).

Diversos autores relataram o efeito conservante da aplicacdo de
revestimentos ou biofilmes de quitosana por meio da inibicdo antimicrobiana e
antioxidante em alimentos. Ferndndez-Saiz et al. (2013) avaliaram o efeito de
biofilmes de quitosana na extensdo da vida util de filés frescos de peixes em
armazenamento refrigerado durante 15 dias, observando um aumento significativo
da fase de laténcia e uma reducdo da populacdo microbiana final das bactérias

aeroObias mesdfilas, bactérias produtoras de H2S e Pseudomonas sp.

Wang et al. (2015) observaram que o revestimento antimicrobiano de
quitosana em carnes assadas contaminadas intencionalmente com L.
monocytogenes reduziu as populacées em cerca de 0,9 a 0,3 log UFC/cm?.
Segundo o autor, quanto mais elevada for a concentracdo da solugéo

antimicrobiana de revestimento, melhor o efeito antilisterial.

Shekarforoush et al. (2015) avaliaram o efeito antimicrobiano do
revestimento de quitosana em carnes de frango pronto para churrasco sobre

Listeria. monocytogenes e Escherichia coli O157:H7, evidenciando que a
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guitosana individualmente ndo mostrou efeito inibitério sobre E. coli O157:H7,

porém foi eficaz contra L. monocytogenes.

Apesar de comprovada a atividade antimicrobiana e antioxidante do
revestimento de quitosana por diversos autores, Aider (2010) relatou que em
matrizes alimentares complexas, a quitosana pode diminuir o seu efeito
antimicrobiano. Esse fator esta diretamente relacionado a seu carater cationico,
onde o composto tem o potencial de se ligar a diferentes componentes do
alimento, tais como alginatos, pectinas, proteinas, polieletrélitos inorganicos, tais

como polifosfato e espécies de ions carregados positivamente.

Uma vez que as propriedades antimicrobianas da quitosana dependem
significativamente dos nutrientes do alimento, a eficacia ha matriz alimentar deve
ser verificada especificamente para cada produto (FERNANDEZ-SAIZ et al.,
2010).

5.2. Oleos essenciais

A busca por compostos antimicrobianos naturais tem se intensificado com o
proposito de serem aplicados na conservacdo de alimentos (BURT, 2004). Os
Oleos essenciais extraidos de plantas tém sido considerados uma fonte segura de
antimicrobianos naturais, por ndo apresentarem riscos a saude dos consumidores
(TRAJANO et al., 2009).

Os Oleos essenciais (OE) estdo presentes nas plantas como um produto
natural e sdo definidos como parte do metabolismo vegetal, composto geralmente
por terpenos que estdo associados ou ndo a outros componentes, cuja maioria,
sdo volateis e geram o odor do vegetal (BANDONI; CZEPAK, 2008). Estes
compostos sdo constituidos, por hidrocarbonetos terpénicos, alcodis, aldeidos,
cetonas, fendis, ésteres, éteres, Oxidos, peréxidos, furanos, acidos organicos,

lactonas, cumarinas, até compostos como enxofre (SIMOES et al., 2001).

Os OE séao obtidos a partir de materiais vegetais como flores, brotos,
sementes, folhas, galhos, cascas, ervas, madeira, frutos e raizes. Podem ser
obtidos pela fermentacdo ou extracdo, mas o método de arraste a vapor € o mais

comumente usado para fins comerciais (ARIDOGAM et al., 2002).
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As atividades biologicas antimicrobianas dos 6leos essenciais estdo
diretamente correlacionadas com a presenca fitoconstituintes com propriedades
biologicas ativas (POZZATTI et al., 2009). Diversos estudos tem reportado o
efeito inibitério dos Oleos essenciais sobre diferentes microrganismos

contaminantes de alimentos.

Araujo et al. (2015) ao verificarem a suscetibilidade antimicrobiana do 6leo
essencial de orégano (Origanum vulgare L.) relataram a sensibilidade a acao do
6leo essencial dos microrganismos Escherichia coli, Staphylococcus aureus e
Salmonella choleraesuis, sendo observada uma maior acdo do Oleo sobre

bactérias Gram positivas.

Silva et al. (2015) avaliaram a atividade antimicrobiana de Oleos essenciais
de tomilho, cravo da india e alecrim e dos conservantes benzoato de sédio e
sorbato de potassio em Escherichia coli e Staphylococcus aureus, 0s autores
relataram que o0s Oleos essenciais avaliados apresentaram melhor resultado
guando comparado aos conservantes sintéticos, com valores de CIM
(Concentracdo Inibitéria Minima) inferiores a 1000 pg.mL*?, valor este
apresentado para os conservantes sintéticos. Segundo Menezes et al. (2009), os
produtos naturais apresentam atividade antimicrobiana adequada quando sua

concentragéo inibitéria é inferior a 1000 pg.mL™.

Apesar de comprovada por diversos autores o0 potencial e efeito
antimicrobiano de diversos OE contra uma vasta gama de microrganismos ao
longo dos anos, o mecanismo de acdo dos OE ainda ndo esta completamente
elucidado (BURT, 2004).

Os o6leos essenciais de plantas condimentares sdo bastante conhecidos por
suas propriedades antimicrobianas e antioxidantes. O cravo da india é uma planta
condimentar frequentemente utilizada na culinaria, normalmente usado o botdo
foral, com a finalidade principal de conferir sabor e aroma aos alimentos
(LORENZI; MATOS, 2002).

O dleo essencial extraido dos botbes florais do cravo da india tem sido
relatado por suas propriedades antimicrobianas sobre fungos, bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas, além de virus e protozoarios (AFONSO et al., 2012).

Pesquisas comprovam os efeitos antimicrobianos do 6leo essencial de cravo
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sobre diversos patdgenos, como Escherichia coli, Salmonella Thyphimurium,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Listeria monocytogenes e
Clostridium perfringens (SCHERER et al., 2009). No entanto, estudos relatam sua
ineficacia contra a Pseudomonas aeruginosa (SCHERER et al., 2009). De acordo
com Oliveira (2009b) essa atividade antimicrobiana pode variar de acordo com 0s
teores dos componentes quimicos majoritarios presentes nesse 0Oleo,

principalmente o eugenol.

Em estudos descritos por Silvestri et al. (2010) demostraram atividade
antibacteriana do 6leo essencial de cravo usando-se valores de 5, 10 e 15pL,
frente a 18 microrganismos. Segundo o autor, o 0leo essencial de cravo mostrou
valores de CIM de 200 pg.mL* a 600 pg.mL?, apresentado melhor inibicdo contra

as bactérias Gram positivas.

Valores inferiores foram encontrados por Mith et al. (2014) ao analisarem a
atividade antimicrobiana de 15 6leos essenciais comercias, verificando valores de
CIM do ¢leo essencial de cravo menores que 1 pL.mL?' para Listeria
monocytogenes, Salmonella Typhimurium, Escherichia coli O157:H7 e

Pseudomonas fluorescens.

De acordo Bozin et al. (2006), a variacdo de valores apresentados entre
diferentes autores pode ser explicada pela diferenca na composicdo dos Oleos
essenciais e pela porcentagem de constituintes e substancias ativas. Além disso,
outros fatores podem influenciar na variacdo da composicdo como: espécies,
subespécies, variedade de plantas, localizacdo geografica, estacdo de colheita e
também os métodos de secagem (SARAC; URGUR, 2008).

Almeida et al. (2014) avaliaram o potencial antimicrobiano do dleo essencial
de cravo na concentracdo de 400uL.g* em carne moida de ovinos contaminada
intencionalmente com S. aureus. De acordo com os autores o 6leo essencial de
cravo apresentou reducgdo significativa do S. aureus, com populacdes de 4,77,
4,73, 461 e 1,96 log de UFC.g% nos tempos 0, 5 15 e 60 minutos,
respectivamente, sugerindo que o aumento do tempo de exposicdo do 6leo ao

microrganismo potencializou o efeito antimicrobiano.

Wu et al. (2017) ao avaliarem a aplicagéo de filmes de gelatina incorporados

com Oleos essencias na conservacao de peixes e produtos do mar verificaram
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gue o0s mesmos apresentaram efeitos inibitérios contra Escherichia coli,
Staphylococcus aureus e Aspergillus niger em peixes, podendo ser utilizados para

o desenvolvimento de embalagens ativas.
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Destaques

e Foi verificado o potencial antimicrobiano da quitosana e do 6leo essencial de cravo

e As bactérias Gram positivas sdo mais sensiveis a quitosana e ao 6leo essencial de cravo
que as bactérias Gram negativas.

e A atividade antimicrobiana variou para as bactérias Gram positivas e Gram negativas e foi
influenciada pelo peso molecular da quitosana.

e O revestimento de quitosana associado ao Oleo essencial de cravo reduziu
significativamente o nimero de L. monocytogenes e S. aureus nos filés de tambaqui.

e O Oleo essencial de cravo potencializou o efeito antimicrobiano da quitosana nos filés de

tambaqui



62

Potencial antimicrobiano do revestimento de quitosana associado ao 6leo essencial de

cravo em filés de tambaqui

Antimicrobial potential of the chitosan coating associated with clove essential oil in tambaqui
fillets

Brenda Borges Vieira?, Elaine Aradjo de Carvalho?, Norma Suely Evangelista-Barreto®”

aCentro de Ciéncias Agrarias, Ambientais e Bioldgicas, Universidade Federal do Recéncavo da Bahia,
Cruz das Almas, 44330 000, Bahia, Brasil.

“Autor para correspondéncia: Universidade Federal do Recdncavo da Bahia, Centro de Ciéncias
Agrérias, Ambientais e Bioldgicas, Laboratério de Microbiologia de Alimentos e Ambiental, Rua Rui
Barbosa 710, 44330-000, Cruz das Almas, Bahia. Telefone: +55 075 988479484; e-mail:

nsevangelista@yahoo.com.br.

Resumo

O objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial antimicrobiano do revestimento de quitosana
associado ao 0leo essencial de cravo (OEC) em filés de tambaqui. A taxa de inibicdo da
quitosana foi determinada por meio do teste de difusdo em &agar nas concentracdes de O;
0,0625; 0,125; 0,5; 1 e 2%. Foi verificada a atividade antimicrobiana do 6leo essencial de
cravo, Concentracao Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Bactericida Minima (CBM). O
potencial antimicrobiano do revestimento (quitosana 2%, quitosana 2% + OEC 1600 pg.mL™
e quitosana 0,5% + OEC 800 pg.mL™), foi verificado com a contaminagéo intencional dos
filés com Escherichia coli 0157:H7 CDCEDL933, Listeria monocytogenes CERELA,
Pseudomonas aeruginosa ATCC27853, Salmonella Enteretidis ATCC 13076 e
Staphylococcus aureus ATCC43300 mantidos sob refrigeracdo a 4°C/72 h. Inibicéo de 100%,
CIM e CBM foi obtida para L. monocytogenes a 2% e S. aureus a 0,5% de quitosana. Os
demais microrganismos ndo foram inibidos. O OEC apresentou halos de inibi¢do variando de
09,75 a 19,36 mm. Pseudomonas aeruginosa apresentou uma CIM de 3200 pg.mL?, S.
Enteretidis, E. coli e S. aureus de 1600 pg.mL?* e L. monocytogenes de 800 pg.mL™. Nio
houve CBM para os microrganismos testados, sendo o 6leo bacteriostatico. O revestimento de
quitosana apresentou inibicdo de todos os patégenos testados nos filés de tambaqui,
entretanto, o sinergismo com o OEC potencializou significativamente o efeito do

revestimento (p<0,05), sendo mais efetivo na inibicdo de L. monocytogenes e S. aureus. O
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revestimento de quitosana associado ao OEC apresentou efeito antimicrobiano promissor para
o controle de patdgenos em filés de tambaqui, sendo mais efetivo contra patbgenos Gram
positivos.

Palavras-chave: Antimicrobianos naturais, Controle, Patdgenos, Revestimentos ediveis.

Abstract

The objective of this work was to evaluate the antimicrobial potential of the chitosan coating
associated with clove essential oil (OEC) in tambaqui fillets. The inhibition rate of chitosan
was determined by means of the agar diffusion test at concentrations of 0; 0,0625; 0,125; 0,5;
1 and 2%. The antimicrobial activity of clove essential oil, Minimum Inhibitory
Concentration (MIC) and Minimum Bactericidal Concentration (MBC) was verified. The
antimicrobial potential of the coating (chitosan 2%, chitosan 2% + OEC 1600 pug.mL? and
chitosan 0,5% + OEC 800 pg.mL™) was verified with the intentional contamination of fillets
with  Escherichia coli 0157:H7 CDCEDL933, Listeria monocytogenes CERELA,
Pseudomonas aeruginosa ATCC27853, Salmonella Enteretidis ATCC 13076 and
Staphylococcus aureus ATCC43300 maintained under refrigeration at 4°C/72h. Inhibition of
100%, CIM and CBM was obtained for L. monocytogenes at 2% and S. aureus at 0,5% of
chitosan. The other microorganisms were not inhibited. The OEC showed inhibition halos
varying from 09,75 to 19,36 mm. Pseudomonas aeruginosa presented a MIC of 3200 ug.mL"
1 S. Enteretidis, E. coli and S. aureus of 1600 pg.mL* and L. monocytogenes of 800 pg.mL™.
There was no CBM for the microorganisms tested, being the bacteriostatic oil. The chitosan
coating showed inhibition of all pathogens tested in tambaqui fillets, however, synergism with
OEC significantly potentiated the coating effect (p<0,05), being more effective in the
inhibition of L. monocytogenes and S. aureus. The chitosan coatings associated to OEC
showed a promising antimicrobial effect for the control of pathogens in tambaqui fillets, being

more effective against Gram positive pathogens.

Key words: Natural antimicrobials, Control, Pathogens, Edible coatings.

1. Introducao

Nos Gltimos anos, o pescado foi a carne mais demandada e de maior valor de mercado
no mundo, levando a um maior controle na qualidade e seguranca desses alimentos (Sidonio
et al., 2012). O pescado representa uma das principais fontes de proteina na alimentacdo

humana, caracterizado por sua elevada digestibilidade e alto valor bioldgico, proteinas, acidos
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graxos poli-insaturados, vitaminas e minerais, sendo um dos alimentos mais saudaveis do
ponto de vista nutritivo (Fao, 2005; Ramos-Filho, 2008).

Embora apresente grande importancia nutricional, o pescado é o alimento mais
susceptivel a deterioracdo entre os produtos de origem animal (Soares; Gongalves, 2012).
Além disso, em algumas situacdes, o pescado pode servir como importante via de transmissao
de agentes infecciosos como Aeromonas hydrophila, Escherichia coli, Listeria
monocytogenes, Salmonella sp., Staphylococcus aureus, Vibrio cholerae e Vibrio
parahaemolyticus (Fao, 2010; Santiago, Araujo, Santiago, Carvalho & Vieira, 2013).

Para a garantia da seguranca e atendimento a demanda para a conservacao de atributos
nutricionais e de qualidade em peixes, tem-se intensificado a busca por antimicrobianos
naturais com potencial aplicacdo em alimentos, que possam ser utilizados sozinhos ou em
combinagdo com outras tecnologias. Assim, a escolha de um antimicrobiano deve ser baseada
na compatibilidade quimica e sensorial deste com o alimento, na sua efetividade contra
microrganismos indesejaveis e a sua seguranca (Settanni & Corsetti, 2008).

A quitosana, um heteropolimero policatibnico composto por ligagdo B (1—4) de N-
acetil-D-glucosamina e D-glucosamina, originado a partir da reacdo de desacetilacdo parcial
de quitina, vem sendo considerado um biopolimero ideal para aplicacGes em alimentos por ser
um produto natural, de biodegraddvel e biocompativel. Outras caracteristicas interessantes sao
suas propriedades antimicrobianas e antioxidantes, sua capacidade de formacéo de filmes e
revestimentos e por ser classificado como um produto GRAS (Generally Recognized As Safe)
pelo FDA (Food and Drug Administration) dos EUA em 2001 (Azevedo, Chaves, Bezerra,
Lia Fook & Costa, 2007; Usfda, 2013).

Devido a essas caracteristicas, a quitosana tornou-se promissora para ser utilizada como
filmes e revestimentos ediveis em alimentos, visando melhorar a vida util do produto,
preservar a seguranca microbioldgica, além de manter inalteradas suas caracteristicas

nutricionais e sensoriais (lturriaga, Olabarrieta & Marafion, 2012).

A combinagdo da quitosana com lipidios produz filmes e revestimentos com
caracteristicas otimizadas (Baldwin, Nisperos, Hagenmaier & Baker, 1997). Os 0leos
essenciais sdo considerados lipideos adequados a incorporacdo nos filmes e revestimentos,
uma vez que estes exibem caracteristicas adicionais como antimicrobiano e antioxidante,
potencializando o efeito conservante do revestimento e atribuindo caracteristicas sensoriais ao
pescado (Sivakumar & Bautista-Banos, 2014). Diante do exposto, o objetivo do trabalho foi

avaliar o potencial antimicrobiano do revestimento de quitosana e sua associacdo com 06leo
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essencial de cravo (Syzygium aromaticum) na reducdo da carga microbiana de patégenos de
interesse alimentar em filés de tambaqui (Colossoma macropomum) mantidos sob

refrigeracéo.

2. Material e métodos
2.1. Microrganismos e preparo do inéculo

Os microrganismos utilizados foram: Escherichia coli 0157:H7 CDCEDL933, Listeria
monocytogenes CERELA, Salmonella Enteretidis ATCC13076, Staphylococcus aureus
ATCC43300 e Pseudomonas aeruginosa ATCC27853. As linhagens sdo pertencentes ao
acervo do Laboratorio de Microbiologia Ambiental e de Alimentos (LABMAA).

As estirpes foram estriadas em agar triptona de soja (Himedia®), incubadas a 37°C por
24 h e padronizado o in6culo em solucdo de NaCl a 0,85% em espectrofotdmetro (Spectrum
SP1105) com comprimento de onda de 625 nm e leitura de absorbancia no intervalo de 0,08 a
0,10 (10® UFC.mL™), correspondente a 0,5 na escala McFarland.

2.2. Atividade antimicrobiana da quitosana

Foi utilizada a quitosana de alto peso molecular (310 KDa), com grau de desacetilagdo
de 91,5% obtida da POLYMAR Industria e Comércio LTDA (Fortaleza, Ceara, Brasil).

A suspensdo bacteriana padronizada de acordo com o item 2.1. foi diluida com
solugdo de NaCl 0,85% até obtencéo do indculo a 10° UFC.mL™ (Wang & Wang, 2011).

A solucéo principal de quitosana a 2% foi preparada por dissolucdo da quitosana (p/v)
dissolvida em &cido lactico a 1% e agitada com agitacdo magnética por 24 horas até se obter
uma solucdo homogénea. Em seguida, diferentes concentragdes foram preparadas por diluicdo
seriada, as quais foram esterilizadas por filtragdo em membrana de 0,22 um. Aliquotas de 50
UL da suspensdo bacteriana contendo 10° UFC,mL* foram adicionadas em placas de agar
nutriente (Himedia®) juntamente com 100 pL da solugdo de quitosana nas concentragdes de
0,0625%, 0,125%, 0,25%, 0,5%, 1% e 2%. Ambos foram espalhados uniformemente por
meio da técnica de “spread plate”. Além disso, placas com agar nutriente (Himedia®) foram
incubadas apenas com éagua estéril e solucdo de &cido lactico a 1% como controle. Todas as
amostras foram inoculadas em triplicata e incubadas a 37°C por 24 horas.

A taxa de inibicdo (TI) foi calculada de acordo com a seguinte equacdo: TI (%) = (Ns-

N2/N1) x 100, onde, TI é a taxa de inibicdo em porcentagem, N1 € o nimero de col6nias sobre
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as placas com agua estéril e N2 € o numero de colbnias apds o tratamento com diferentes
concentracdes de quitosana e da solucdo de acido lactico a 1% (Wang & Wang, 2011).

A Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) foi definida como a menor concentracdo
capaz de reduzir 99% das bactérias viaveis (Kuete et al., 2008) e a Concentracdo Bactericida
Minima (CBM) foi definida como a menor concentracdo capaz de eliminar 99,9% nas

bactérias viaveis (Ruparelia et al., 2008).

2.3. Atividade antimicrobiana do 6leo essencial de cravo por difusdo em disco

O dleo essencial de cravo (Syzygium aromaticum) — OEC, foi obtido comercialmente
em frascos ambar, lacrados, com volume de 10 mL da empresa Terra Flor Aromaterapia©
(Alto Paraiso, Goiés, Brasil).

A atividade antimicrobiana do OEC foi testada por meio da técnica de disco difusédo
em placas de acordo com o protocolo M2-A8 do “Clinical and Laboratory Standards
Institute” (Clsi, 2003), adaptado para produtos naturais.

A suspensdo bacteriana preparada de acordo como item 2.1. foi semeada na superficie
de placas de dgar Mueller-Hinton (Himedia®). Em seguida, foram aplicados discos de papel
filtro de 6 mm de diametro, impregnados com 10 pL. do OEC. A leitura foi realizada apos 18
a 24 h de incubacdo a 37°C, por meio da medicdo dos halos de inibicdo de crescimento

bacteriano em milimetros de diametro.

2.4. Concentracao Inibitoria Minima (CIM) do 06leo essencial de cravo

Pesou-se 1 g do dleo essencial de cravo e dilui-se com metanol até atingir a
concentragdo de 640 mg.mL? (Solugdo 1). A seguir, realizou-se a diluicdo 1:100 em caldo
Mueller-Hinton (Himedia®), obtendo-se a concentracio de 6400 ug.mL? (Solucio II).

A CIM foi determinada com base no documento M07-A10 do CLSI (Clsi, 2015) e
consistiu na distribuigdo de 100 uL de caldo Mdueller-Hinton em pocos de uma placa de
microtitulagdo; a seguir, 100 uL da Solugdo Il foram acrescidos ao primeiro poco e, apos
homogeneizacdo, transferia-se para o0 segundo e assim sucessivamente, obtendo-se
concentragdes finais de 3200, 1600, 800, 400, 200, 100, 50, e 25 ug.mL™. A partir do indculo
padronizado, conforme item 2.1., foi diluida a suspensdo 1:100 com caldo Mueller-Hinton,
obtendo-se como indculo 10° UFC.mL™. Desta suspensdo, foram inoculados 10 pL (10* UFC)
em cada poco ja contendo os 6leos essenciais. As microplacas foram incubadas a 37°C por 24
h, em condicdes de aerobiose. A CIM foi definida como a menor concentracdo do Oleo

essencial capaz de causar inibicéo total do crescimento.
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Para a leitura do ensaio foi utilizado o método colorimétrico que consistiu na adicao de
20 pL da solugdo aquosa do corante resazurina sodica (Sigma-Aldrich) na concentragdo de
0,01% (p/v) em todos os pocos da placa, reconhecido como um indicador colorimétrico de
oxido-reducdo. Foram realizados os controle com o diluente, antibiético (cloranfenicol), de
esterilidade dos meios e viabilidade das cepas utilizadas.

2.5. Concentracgdo Bactericida Minima (CBM) do 6leo essencial de cravo

A partir dos pogos onde ndo houve o desenvolvimento de crescimento bacteriano
visivel retirou-se uma aliquota de 10 pL para semear na superficie do dgar Mueller-Hinton.
Apo6s 48 h de incubacdo a 37°C foi definida a CBM como a menor concentracdo do OEC
capaz de causar a morte das células (Pozzatti et al., 2009). Os ensaios foram realizados em

triplicata.

2.6. Potencial antimicrobiano do revestimento de quitosana e sua associacdo com o 6leo
essencial de cravo em filés de tambaqui contaminados intencionalmente

Os tambaquis foram adquiridos comercialmente no municipio de Amélia Rodrigues —
Ba e transportados em recipiente isotérmico até o Laboratério de Microbiologia de Alimentos
e Ambiental (LABMAA) da Universidade Federal do Recdncavo da Bahia em Cruz das
Almas — BA, onde foram filetados e separados em grupos de acordo com 0 microrganismo
teste (E. coli, L. monocytogenes, S. Enteretidis, S. aureus e P. aeruginosa) e controle (dgua
estéril). O efeito antimicrobiano do revestimento de quitosana associado ao OEC foi
verificado de acordo com Barbosa et al. (2009) com adaptagdes. Os filés de tambaqui foram
submetidos a analise microbioldgica para verificar a presenca dos patdgenos-teste. Os demais
filés foram contaminados intencionalmente, com suspensio bacteriana de 10 UFC.mL™ para
cada microrganismo indicador. Apés 30 minutos, os filés foram submetidos aos seguintes
tratamentos: T1 (solucdo de revestimento de quitosana 2%), T2 (solugdo de quitosana 2% +
OEC 1600 pg.mL™?) e T3 (solucdo de quitosana 0,5% + OEC 800 pg.mL™). Os filés foram
imersos em 500 mL de cada solugdo por 10 segundos. O controle foi imerso em agua
destilada estéril por 10 segundos. Todas as amostras foram mantidas sob refrigeragdo a 4°C
por 72 horas. O experimento foi realizado em triplicata. Foram realizadas analises
microbiol6gicas ap6s 24, 48 e 72 horas dos grupos teste e controle para verificar a carga

microbiana dos patogenos (Silva et al., 2010).

2.7. Andlises estatisticas
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Os dados foram compilados no programa LibreOffice 5.1, submetidos a analise de
variancia (ANOVA) e as médias obtidas avaliadas segundo o teste de Tukey a 5% de

significancia (p<0,05).

3. Resultados e discussao
3.1. Atividade antimicrobiana da quitosana

Os resultados do estudo da atividade antimicrobiana da quitosana contra bactérias
Gram negativas (E. coli, P. aeruginosa e S. Enteretidis) e Gram positivas (L. monocytogenes e
S. aureus) se encontra na Tabela 1.

Tabela 1. Taxa de inibicdo da quitosana (%) frente a microrganismos patogénicos de

interesse alimentar.

Concentracéo Taxa de inibicdo (%)

quitosana (p/v) AL 2 1 05 0,25 0,125 0,0625 CIM CBM
Microrganismos 1%

E. coli 52,40 16,09 08,32 19,36 54,70 33,19 58,98 - -
L. monocytogenes 05,20 100,0 97,20 96,80 81,30 72,00 5820 2,00 2,00
P. aeruginosa 60,40 93,87 88,68 86,65 78,09 71,08 81,85 - -
S. Enteretidis 40,64 76,42 62,65 61,05 54,98 66,80 69,00 - -
S. aureus 12,56 100,0 100,0 100,0 99,62 98,84 93,27 0,25 0,50

AL.: &cido lactico; CIM: Concentracdo Inibitéria Minima; CBM: Concentracdo Bactericida Minima.

A atividade antimicrobiana da quitosana foi comprovada frente L. monocytogenes, P.
aeruginosa, S. Enteretidis e S. aureus (Tabela 1). O mecanismo de agdo antimicrobiana da
quitosana ainda ndo estd totalmente elucidado, no entanto, sabendo-se que este sofre
influéncia de diversos fatores como as condi¢bes ambientais (pH, tipo de microrganismo e
nutrientes), substratos quimicos presentes no meio, além de condicdes estruturais como o grau
de desacetilacdo, peso molecular, formas derivadas da quitosana e sua concentracdo
(Hosseinnejad & Jafari, 2016).

As taxas de inibicdo da quitosana foram variadas entre as bactérias Gram negativas,
sendo que as mesmas ndo sofreram influéncia com o aumento da concentracdo de quitosana.
Com relagéo as bactérias gram negativas, a maior taxa de inibicédo (93,87%) foi obtida para P.
aeruginosa a 2% de quitosana. Escherichia coli apresentou maior resisténcia a quitosana
dentre as bactérias avaliadas, com taxas de inibicdo inferiores a 58,98% e elevada
interferéncia do acido lactico a 1% (52,40%) (Tabela 1).
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Escherichia coli O157:H7 é considerada um dos sorovares mais acido resistentes
(Mittelstaedt & Carvalho, 2006). No entanto, no presente trabalho a exposi¢do ao acido
lactico na concentracdo de 1% apresentou inibicao significativa do patégeno (Tabela 1). A
inibicdo é atribuida a utilizacdo do acido lactico (acido organico fraco), que se apresenta na
forma dissociada e ndo dissociada. A forma ndo dissociada do acido é livremente permeavel a
membrana da célula, se acumulando e, consequentemente, promovendo o rompimento da
membrana celular e inibicdo das reacdes metabolicas essenciais (Bracey, Holyoak & Coote,
1998; Jay, 2005). Tal sensibilidade apresentada ao acido lactico ndo foi apresentada a solugédo
de quitosana. A resisténcia apresentada por E. coli O157:H7 a quitosana tem sido relacionada
aos diversos mecanismos genéticos para o desenvolvimento de resisténcia pelo patégeno.
Outro fator relacionado a resisténcia apresentada por E. coli O157:H7 sdo os fatores de
viruléncia. Tanto a viruléncia quanto a resisténcia sdo mecanismos adaptativos selecionados
para possibilitar a sobrevivéncia do microrganismo (Khachatryan, Hancock, Besser & Call,
2005).

A atividade antimicrobiana contra as bactérias Gram positivas aumentou com o0
aumento da concentracdo da quitosana, com L. monocytogenes sendo totalmente inibida na
concentracdo de 2% e S. aureus na concentracdo de 0,5% (Tabela 1). A CIM e CBM da
quitosana s6 foi encontrada para L. monocytogenes (2%) e S. aureus (0,25% e 0,5%,
respectivamente) (Tabela 1).

O maior efeito inibitério da quitosana em funcdo do aumento da concentracdo
apresentado sobre L. monocytogenes e S. aureus € atribuido a maior quantidade de cargas
positivas presentes na molécula de quitosana a medida que aumenta sua concentragdo. Os
grupos aminicos protonados (NH3") se ligam seletivamente a membrana celular dos
microrganismos carregada negativamente, alterando a atividade celular e a permeabilidade da
membrana, consequentemente, resultando na inibicdo microbiana (Yadav & Bhise, 2004,
Feng & Xia, 2011; Cai et al., 2015). Tal comportamento também foi observado por Wang e
Wang (2011) ao analisarem a atividade antimicrobiana da quitosana e seus derivados, onde a

inibicdo de S. aureus aumentou em decorréncia do aumento da concentracdo da quitosana.

3.2. Atividade antimicrobiana do 6leo essencial de cravo

Os valores das médias dos halos de inibicdo, CIM e CBM do 6leo essencial de cravo

(Syzygium aromaticum) se encontram dispostos na Tabela 2.
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Tabela 2. Atividade antimicrobiana do 6leo essencial de cravo por disco difusdo e diluicdo

em caldo frente a microrganismos patogénicos de interesse alimentar.

Atividade antimicrobiana

Microrganismos Disco difusédo (mm) Diluicdo em caldo (ug.mL™)
Halos de inibicdo CLO CIM CBM CLO Metanol

E. coli 15,08 £ 0,41° 30,38 1600 - 60 NI

L. monocytogenes 19,36 + 0,63% 26,03 800 - 30 NI

P. aeruginosa 09,75 + 0,52¢ 21,09 3200 - 120 NI

S. Enteretidis 15,51 +1,57°¢ 28,53 1600 - 30 NI

S. aureus 17,19 +0,42° 31,51 1600 - 60 NI

~ Area de inibicdo expressa com a média de trés repeticdes + desvio padrdo. Graus de inibicdo: < 13,9 mm: fraco;
14 - 18 mm: moderado; >18 mm: forte (Silveira et al., 2012). NI: ndo houve inibi¢do, CLO: cloranfenicol., CIM:
Concentragéo Inibitéria Minima, CBM: Concentracdo Bactericida Minima. Elevada atividade: 50 — 500 pg.mL™;
moderada atividade: 500 — 1.500 pg.mL?; fraca atividade: > 1500 pg.mL? (Sartoratto et al., 2004). Médias

seguidas pela mesma letra na coluna nao sdo significativamente diferentes (p<0,05).

O OEC apresentou efeito inibitdrio frente as bactérias testadas, sendo que as bactérias
Gram positivas apresentaram maior sensibilidade. Foi evidenciado fraco grau de inibicéo
(9,75 mm) frente a P. aeruginosa e moderado grau de inibigéo frente S. Enteretidis (15,51
mm), E. coli (15,08 mm) e S. aureus (17,19 mm). A maior atividade do OEC foi observada
sobre a bactéria L. monocytogenes com formacdo de halo de 19,36 mm (forte grau de
inibicdo). Foi observada diferenca significativa (p<0,05) entre os halos de inibicdo das
diferentes bactérias apds tratamento estatistico dos dados (Tabela 2).

A CIM em relagdo a P. aeruginosa foi de 3200 pg.mL?, enquanto S. Enteretidis, E.
coli e S. aureus de 1600 pg.mL?, com o OEC sendo um composto de baixa acio
antimicrobiana frente a estas bactérias. No entanto, 0 OEC apresentou moderada atividade
antimicrobiana frente L. monocytogenes com CIM de 800 pug.mL™. O OEC nio apresentou
CBM para 0s microrganismos testados, sendo este bacteriostatico na concentracdo de até 3200
ug.mL?L,

A maior sensibilidade apresentada por L. monocytogenes e S. aureus ao OEC (Tabela 2)
esta relacionada a estrutura simples da parede celular, em contraste com a complexidade
apresentada por E. coli, P. aeruginosa e S. Enteretidis que sdo bactérias ricas em
polissacarideos, que inibem a penetragdo de substancias antimicrobianas (Burt, 2004). Apesar

de diversos estudos demonstrarem a atividade antimicrobiana de 6leos essenciais frente aos
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microrganismos patogénicos e deteriorantes de origem alimentar, semelhante ao observado
para quitosana, seu mecanismo de acdo ainda ndo é completamente compreendido (Sartoratto
et al., 2004; Silveira et al.,, 2012; Calo, Crandall, O'Bryan & Ricke, 2015). Dentre o0s
mecanismos propostos para a atividade antimicrobiana se tem a separacdo da camada lipidica
da membrana celular, interrupcdo de sistemas enziméaticos comprometendo o material
genético das bactérias e a formacdo de hidroperoxidases de acidos graxos causada pela
oxigenacao de acidos graxos ndo saturados (Atarés & Chiralt, 2016).

A atividade antimicrobiana do OEC tem sido atribuida ao seu constituinte majoritario, o
eugenol. O mecanismo primario de acdo do eugenol em concentracdes bactericidas se deve ao
baixo peso molecular e aos componentes lipofilicos nos 6leos essenciais que promovem alta
penetracdo nas membranas celulares, aumentando a sua permeabilidade nao especifica. Esta
hiperpermeabilidade promove o extravasamento de ions e a perda excessiva de outros
componentes celulares, incluindo as proteinas intracelulares, resultando em morte celular
(Devi, Nisha, Sakthivel & Pandian, 2010).

Quando comparado o método de difusdo em disco com os valores da CIM na atividade
antimicrobiana do OEC verificou-se que estes foram semelhantes, demonstrando que o
método de difusdo pode ser utilizado como método prévio por ser reconhecido e ter a
capacidade de determinar a sensibilidade de muitos microrganismos a determinadas
substancias, sendo a técnica mais comum para a avaliacdo da atividade antimicrobiana de
6leos essenciais. Além disso, é de facil execucdo e requer pequenas quantidades da amostra.
No entanto, 0 método oferece resultados semiquantitativos, enquanto o teste de diluicdo em

caldo apresenta resultados quantitativos (Kalemba & Kunicka, 2003).

3.3. Potencial antimicrobiano do revestimento de quitosana e sua associacdo com o 0Oleo
essencial de cravo em filés de tambaqui contaminados intencionalmente

O efeito do revestimento a base de quitosana e sua associacdao com o OEC na redugdo
de E. coli, L. monocitogenes, P. aeruginosa, S. Enteretidis e S. aureus estd apresentado na
Tabela 3.
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Tabela 3. Efeito do revestimento de quitosana e sua associagdo com o 6leo essencial de cravo
em filés de tambaqui contaminados intencionalmente com microrganismos patogénicos,

mantidos sob armazenamento refrigerado (4°C).

Microrganismos Cont. Tempo  Controle T1 T2 T3
inicial  (horas) log de UFC.g*
0 6,008 6,00¢ 6,00¢2 6,005
S. aureus 0 24 4,33A¢ 4,738¢ 3,108° 1,134
48 4,277 0,007 0,002 0,002
72 4,070 0,007 0,007 0,002
0 6,002 6,005 6,005 6,00¢2
L. monocytogenes 0 24 5,58A¢ 3,407° 1,804 3,838
48 5,294 3,807° 2,108 0,772
72 4,927 3,897° 0,9472 0,002
0 6,00¢2 6,00¢2 6,00¢2 6,00¢2
S. Enteretidis 0 24 5,318¢ 4,698° 4,22B2 4,748
48 4,86"¢ 4,558¢ 3,477 4,177
72 5,18A0c 4,087 3,734 4,52A8b
0 6,002 6,00¢2 6,00¢2 6,005
E. coli 0 24 6,06"° 5,508¢P 5,275 4,9372
48 5,72Ab 4,147 4,562 4,652
72 6,114° 5,055 5,68BCP 48172
0 6,002 6,005 6,00¢2 6,005
P. aeruginosa 0 24 5,62A¢ 3,08A%® 4,228° 3,002
48 5,41A¢ 3,197° 3,62A8P 1,994
72 5,08A¢ 3,884° 2,83/ 2,4452

Cont. inicial: Contaminacdo inicial do pescado. Controle: amostra sem revestimento; T1: revestimento de
quitosana 2%; T2: revestimento de quitosana 2% + 1.600 pg.mL™* de OEC; T3: revestimento de quitosana
0,5% + 800pg.mL™ de EOC; T4: BHT 100 mg.mL™. Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey (p<0,05), sendo comparadas letras maidsculas entre linhas e minusculas entre colunas.

Os revestimentos de quitosana associada ao OEC nos filés de tambaqui mostrou-se
eficaz na reducdo de S. aureus ja nas primeiras 24 horas de armazenamento refrigerado, com
reducéo de 2,9 ciclos log em T2 (3,10 log de UFC.g™) e ~4,9 ciclos log em T3 (1,13 log de
UFC.gY) (Tabela 3). A inibicdo total de S. aureus foi alcancada a partir de 48 horas de
armazenamento refrigerado para os tratamentos T1, T2 e T3, enquanto o controle apresentou
reducéo de apenas ~2 ciclos log (4,27 log de UFC.g™2). Tais valores se mantiveram inalterados
até o final do periodo de armazenamento (p<0,05). O tratamento T3, apesar de apresentar
menor concentracdo de quitosana e OEC foi 0 mais efetivo na reducdo do patdgeno durante

armazenamento refrigerado (p<0,05).
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Assim como observado para S. aureus, o revestimento de quitosana associado ao OEC
apresentou reducdo total para L. monocytogenes, porém esse efeito sé foi observado para o
tratamento T3 em 72 horas de armazenamento (Tabela 3). Nas primeiras 24 horas de
armazenamento houve reducédo significativa de L. monocytogenes (p<0,05) nos tratamentos
T1, T2 e T3 de 2,6, 4,2 e 2,2 ciclos log de UFC.g*%, respectivamente. A reducio apresentada
pelo controle ndo foi estatisticamente significativa (p>0,05). O revestimento a base de
quitosana + OEC (T2 e T3) exerceu melhor efeito antilisterial reduzindo a carga microbiana
em ~5 e 6 ciclos log de UFC.g?, respectivamente, a partir de 72 horas de armazenamento
refrigerado, diferindo estatisticamente dos demais tratamentos (p<0,05) (Tabela 3).

Todos os tratamentos utilizados foram mais efetivos na reducdo das bactérias Gram
positivas em relacdo as Gram negativas. Escherichia coli, P. aeruginosa e S. Enteretidis
apresentaram contagens superiores a 1,99 log de UFC.g™ nos tratamentos T1, T2 e T3 durante
o armazenamento refrigerado por 72 horas, apresentando diferenca estatistica significativa
guando comparados ao controle (p<0,05) (Tabela 3). A menor contagem apresentada pelo
controle foi de 4,86 log de UFC.g* para S. Enteretidis.

A eficacia antimicrobiana do revestimento de quitosana nos filés de tambaqui na
inibicdo e reducdo dos patdgenos testados pode ser explicado por diversas razdes.
Primeiramente, a reducdo pode ser atribuida & propriedade de barreira ao oxigénio
apresentado pela quitosana, reduzindo o namero principalmente das bactérias de bactérias
aerobias como P. aeruginosa (Jeon, Kamil & Shahidi, 2002). A quitosana tambem ¢é
reconhecida como agente antimicrobiano natural (Wang & Wang, 2011; Cai et al., 2015)
necessitando somente de sua verificagdo em matrizes alimentares complexas, uma vez que,
seus constituintes possuem capacidade de interacdo com 0s componentes da matriz, como
alginatos, pectinas, proteinas, polifosfatos e ions carregados positivamente (Aider, 2010).
Além disso, a adicdo do OEC potencializa o efeito antimicrobiano intrinseco do revestimento
de quitosana, aumentando a molhabilidade e as propriedades interfaciais do revestimento,
importantes para melhorar a adesdo da pelicula a matriz alimentar, melhorando a propriedade
antimicrobiana do polimero (Kurek, Galus & Debeaufort, 2014).

A diferenca apresentada na inibicdo das bactérias Gram positivas (L. monocytogenes e
S. aureus) e Gram negativas (E. coli, P. aeruginosa e S. Enteretidis) pelo revestimento de
quitosana e sua associacdo com o OEC (Tabela 1) pode estar atribuida diretamente ao peso
molecular da quitosana utilizada no presente estudo (>310 KDa), sendo que os polimeros de
quitosana de alto peso molecular sdo mais efetivos contra bactérias Gram positivas. A

quitosana de alto peso molecular tem a capacidade de formar filmes ao redor da célula das
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bactérias Gram positivas e impedir a absor¢cdo de nutrientes, enquanto a de baixo peso
molecular penetra mais facilmente ligando-se ao DNA nas bactérias Gram negativas
(Devlieghere, Vermeiren & Debevere, 2004).

Outro fator que pode estar relacionado a diferencga de inibicdo do revestimento entre as
bactérias Gram positivas e Gram negativas sdo o0s envelopes celulares. O envelope celular de
L. monocytogenes e S. aureus € composto principalmente por peptideoglicanos, dispostos em
camadas e com abundancia de poros que permitem facilmente a entrada de moléculas
estranhas na célula. Enquanto, E. coli, P. aeruginosa e S. Enteretidis além da camada de
peptideoglicano possuem membrana celular externa composta por lipopolissacarideos,
fosfolipideos e lipoproteinas, servindo como barreira a penetragdo de moléculas estranhas de
alto peso molecular, como a quitosana (Mohamed & Al-Mehbad, 2013).

Listeria monocytogenes e P. aeruginosa mantiveram seu crescimento no tratamento
controle durante as 72 horas de armazenamento refrigerado, ndo apresentando diferenca
estatistica entre si (p>0,05), porém os tratamentos T1, T2 e T3 diferiram estatisticamente
entre 0, 24, 48 e 72 horas de armazenamento (p<0,05) (Tabela 3). Esse comportamento ndo
foi observado para E. coli, S. Enteretidis e S. aureus.

Tal comportamento observado para L. monocytogenes e P. aeruginosa € atribuido a
capacidade destes microrganismos em se desenvolverem em situacOes adversas como baixas
temperaturas (Gongalves, 2011). No presente trabalho estes microrganismos ndo sofreram
acao da refrigeracdo e sim do revestimento aos quais foram submetidos. Salmonella
Enteretidis e S. aureus sofreram influéncia da refrigeracdo nas primeiras 24 horas, no entanto,
apos esse periodo os microrganismos se adaptaram a nova condicéo e a acdo foi especifica do
revestimento (T1, T2 e T3) (Tabela 3).

Resultados referentes a eficiéncia do revestimento de quitosana + OEC foram relatados
por Upadhyay et al. (2015) ao analisarem o efeito da quitosana associada a fitoquimicos. Os
autores mostraram a reducdo de L. monocytogenes (1-1,5 log UFC.gt) em salsichas revestidas
com quitosana, entretanto, a incorporacdo de eugenol 0,4% (composto majoritario do OEC)
aumentou significativamente a eficiéncia antimicrobiana do revestimento de quitosana,
reduzindo as contagens de L. monocytogenes em pelo menos 4 a 5 log de UFC.g™ no final de

42 dias de armazenamento a 4°C, em comparagao ao controle.
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4. Concluséo
O revestimento de quitosana foi efetivo no controle de patdgenos em filés de tambaqui.
O sinergismo do revestimento de quitosana com o 06leo essencial de cravo foi mais efetivo na

inibicdo dos microrganismos, principalmente contra os patégenos Gram positivos.
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CAPITULO 3

Efeito do revestimento de quitosana associado ao 6leo essencial

de cravo na conservacao de filés de tambaqui sob congelamento

Artigo a ser submetido a Revista Food Chemistry



81
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Effect of chitosan coating associated with clove essential oil on the shelf life of tambaqui

fillets under freezing
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Destaques:

e Foi avaliado o efeito do revestimento de quitosana e sua associacdo com o 6leo essencial
de cravo (OEC) na conservacao de filés de tambaqui.

e O revestimento de quitosana podem efetivamente retardar a oxidacao lipidica, inibir o
crescimento de microrganismos psicrotroficos e reduzir alteracGes fisico-quimicas.

e O sinergismo apresentado no revestimento entre a quitosana e o OEC potencializou o

efeito conservante do revestimento.

e O revestimento de quitosana com OEC prolonga a vida util de filés de peixes.
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Resumo

O objetivo do trabalho foi avaliar o efeito do revestimento de quitosana e sua associacdo com
0 Oleo essencial de cravo (OEC) na conservacdo de files de tambaqui mantidos sob
armazenamento congelado a -18°C. Os filés foram separados em grupos e submetidos aos
tratamentos: solugdo de quitosana 2% (T1), solugdo de quitosana 2% + OEC 1600 pg.mL™
(T2), solucdo de quitosana 0,5% + OEC 800 pg.mL™ (T3), solucéo de butilhidroxitolueno —
BHT 100 mg.mL™ (T4) e 4gua destilada estéril (controle). Apos os tratamentos, os filés foram
embalados individualmente em filmes plasticos de polietileno e armazenados sob
congelamento a -18°C + 1°C durante 120 dias. As andlises fisico-quimicas (pH, umidade,
lipideos e oxidacdo lipidica) e microbiologica (bactérias psicrotroficas cultivaveis) foram

realizadas nos dias 1, 30, 60, 90 e 120 dias. A analise sensorial dos filés foi realizado por
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meio da avaliacdo do perfil de caracteristicas, multipla escolha e ordem de preferéncia, sendo
aplicada a 40 provadores ndo treinados. Os resultados indicam que os tratamentos com
revestimento de quitosana e o0 revestimento de quitosana associada ao OEC retardaram
efetivamente a oxidacdo lipidica, inibiram o crescimento de bactérias psicrotroficas
cultivaveis e reduziram as alteracdes fisico-quimicas, como pH e umidade, durante o
congelamento. Os filés tratados foram aceitos pelos provadores, com médias superiores a 4.
Os revestimentos de quitosana e sua associacdo com o 6Oleo essencial de cravo podem ser
promissores a utilizacdo como conservantes naturais, visando a prolongar a vida Util dos filés
de tambaqui durante o armazenamento por congelamento.

Palavras-chave: Colossoma macropomun, congelamento, antimicrobianos naturais,

revestimentos ediveis.

Abstract

The objective of the work was evaluated in the framework of chitosan coating and its
association with clove essential oil (OEC) in the preservation of tambaqui fillets kept under
frozen storage at -18°C. The fillets were separated into groups and submitted to the
treatments: chitosan solution 2% (T1), chitosan solution 2% + OEC 1600 ug.mL-1 (T2), 0.5%
chitosan solution + OEC 800 pg.mL™ (T3), butylhydroxytoluene-BHT solution 100 mg.mL™*
(T4) and sterile distilled water (control). After the treatments, the steaks were individually
packed in polyethylene plastic films and stored under freezing at -18 ° C + 1 ° C for 120 days.
The physico-chemical analyzes (pH, moisture, lipids and lipid oxidation) and microbiological
(cultivable psychrotrophic bacteria) were performed on days 1, 30, 60, 90 and 120 days. The
sensory analysis of the steaks was carried out by means of the evaluation of the profile of
characteristics, multiple choice and order of preference, being applied to 40 untrained tasters.

The results indicate that chitosan coating treatments and OEC-associated chitosan coating
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effectively retarded lipid oxidation, inhibited the growth of psychrotrophic arable bacteria,
and reduced physico-chemical changes, such as pH and moisture, during freezing. The treated
steaks were accepted by the tasters, with averages greater than 4. Chitosan coatings and their
association with clove essential oil may be promising for use as natural preservatives, in order
to extend the shelf life of tambaqui fillets during storage by freezing.

Keywords: Colosoma macropomun, freezing, natural antimicrobial, edible coatings.

1. Introducao

A quitosana ¢ um biopolimero linear com ligagdes B (1 —4) de N-acetil-D-glucosamina
e D-glucosamina, com uma ampla gama de aplicacbes na industria de alimentos
(Rudrapatnam & Faroogahmed, 2003). Devido a sua natureza nao toxica, biocompatibilidade,
biodegradabilidade, efeito antimicrobiano, antioxidante, capacidade de formacao de filmes e
revestimentos protetores, a quitosana atraiu muita atencdo como aditivo alimentar natural
(Jeon, Kamil & Shahidi, 2002; Lopez-Caballero, Gomez-Guillén, Pérez-Mateos & Montero,
2005).

O pescado € considerado altamente suscetivel a deterioracdo devido as suas
caracteristicas intrinsecas e composicdo quimica. As alteracBes no pescado resultam em
mudancas provocadas por reacfes quimicas como a oxidacdo dos lipideos, reacOes
enzimaticas enddgenas e atividades metabdlicas dos microrganismos. Estas atividades levam
a reducdo da qualidade e vida Gtil do pescado (Arashisara, Hisara, Kayab & Yanik, 2004).

O congelamento é um método tradicional de conservacdo usado para controlar ou
diminuir as mudancas bioguimicas no pescado que ocorrem durante o armazenamento.
Contudo, o congelamento nédo inibe completamente o desenvolvimento microbiano e reag6es

quimicas que levam a deterioracéo e reducdo da qualidade do pescado (Gongalves, 2011).
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Para manter as caracteristicas de qualidade por mais tempo e prolongar a vida util
durante o armazenamento ¢ amplamente utilizado conservantes sintéticos como 0s nitritos,
nitratos, acidos organicos, butilhidroxianisol (BHA) e butilhidroxitolueno (BHT). Contudo, o
emprego desses compostos tem sido questionado devido a possivel toxicidade, motivando a
busca por novos compostos ou ingredientes naturais que possam atuar isolados ou em
sinergismo com os aditivos quimicos (Fan et al., 2009).

As especiarias sdo utilizadas ha anos por atribuir sabor, aroma e odores caracteristicos
aos alimentos (Kanatt, Chander & Sharma, 2008). Por possuir excelente compatibilidade com
outras substancias, diversos estudos vem demonstrando que o efeito antimicrobiano e
antioxidante da quitosana é aumentado pela adicao de 6leos essenciais (GOmez-Estaca, Lopez
de Lacey, Ldopez-Caballero, Gomez-Guillén & Montero, 2010; Kakaei & Shahbazi, 2016;
Sotelo-Boays, Correa-Pacheco, Bautista-Banos & Corona-Rangel, 2017). Syzygium
aromaticum L., vulgarmente conhecido como cravo ou cravo-da-india é uma especiaria rica
em eugenol, bem como diversas outras substancias da classe dos triterpenos, ceras vegetais,
cetonas, resinas, taninos e esterois (Silvestri et al, 2010). O eugenol é o principal constituinte
do dleo essencial dos botdes florais de cravo fornecendo odor e sabor caracteristicos, além de
ser o principal responsavel por sua atividade conservante. E usado em todo 0 mundo como um
aditivo alimentar e aromatizante, sendo reconhecido como um alimento GRAS (Generally
Recognized as Safe) pelo FDA (Food and Drug Administration) dos EUA (Manso, Pezo,
Gomez-Lus & Nerin, 2014) e estd ganhando popularidade devido a sua natureza volatil, o que
facilita o uso de pequenas concentracdes seguras para consumo (Sivakumar & Bautista-
Banos, 2014).

A incorporacdo de Gleos essenciais em filmes e revestimentos de quitosana, além de
melhorar o seu efeito antimicrobiano e antioxidante, também possuem a capacidade de reduzir

a permeabilidade ao vapor d’agua e aos gases (Yanishlieva, Marinova, Gordon & Raneva,
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1999). Assim, é desejavel o desenvolvimento de revestimentos conservantes que mantenham
a qualidade e prolonguem a vida Util de pescado. O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito
do revestimento de quitosana associado ao 6leo essencial de cravo (Syzygium aromaticum) na

conservacao de filés de tambaqui (Colossoma macropomum) armazenados sob congelamento.

2. Material e métodos
2.1. Obtencé&o da quitosana e 6leo essencial de cravo

Foi utilizada a quitosana de alto peso molecular (310 KDa), com grau de desacetilacdo
de 91,5% obtida da POLYMAR Industria e Comércio LTDA (Fortaleza, Ceara, Brasil). O
o0leo essencial de cravo - OEC foi obtido comercialmente em frascos ambar, lacrados, com

volume de 10 mL da empresa Terra Flor Aromaterapia®© (Alto Paraiso, Goias, Brasil).

2.2. Obtencéo e preparacéo das amostras de tambaqui

Os tambaquis foram adquiridos no pesque pague Capixaba, em Amélia Rodrigues,
Bahia, acondicionados em caixas térmicas e transferidos para o Laboratério de Tecnologia do
Pescado na Universidade Federal do Recdncavo da Bahia. Foram adquiridos tambaquis vivos,

com peso médio de 3-4 Kg que foram decapitados e filetados a mao.

2.3. Preparacao da solucéo de revestimento

A solucdo de revestimento foi preparada por dissolucdo da quitosana em acido lactico a
1% (v/v), utilizando agitador magnético durante 2 horas (Cahu et al., 2012). A solucao foi
previamente esterilizada usando luz UV durante 15 minutos antes de ser utilizado no

revestimento dos filés.

2.4. Avaliacao da vida de prateleira dos filés de tambaqui
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A CIM da quitosana a ser utilizada foi definida como 2% e do EOC como 1600 pg.mL"
1 capazes de inibir todos os microrganismos testados.

Os filés foram submetidos ao revestimento por imersao na solugcdo de quitosana durante
10 segundos com secagem durante 1 minuto a 25°C. Os filés foram submetidos aos seguintes
tratamentos: T1 (solucdo de quitosana a 2%), T2 (solucédo de quitosana a 2% + OEC 1600
ug.mL1), T3 (solugdo de quitosana a 0,5% + OEC 800 pug.mL™), T4 (solucio do antioxidante
BHT 100 mg.mL™ — butilhidroxitolueno) e o controle (agua estéril). Os filés pertencentes a
cada tratamento foram embalados em filmes plasticos de polietileno e armazenados a -18°C +
1°C durante 120 dias. As analises fisico-quimicas e microbiologicas foram realizadas durante

0 periodo experimental de 1, 30, 60, 90 e 120 dias.

2.4.1. Analises fisico-quimicas
2.4.1.1. pH

O pH das amostras foi determinado usando medidor de pH Tecnal TEC11 padronizado
com tampdes de pH 4,0 e pH 7,0. Aproximadamente 10g da amostra de cada grupo foi
misturado com 100mL de agua destilada estéril, triturada e o pH medido (Instituto Adolf

Lutz, 2008). O experimento foi conduzido em triplicata.

2.4.1.2. Umidade

O teor de umidade das amostras foi avaliado pelo método de secagem direta em estufa a
105°C de acordo com o Instituto Adolf Lutz (Instituto Adolf Lutz, 2008), onde foram pesadas
5g das amostras e aquecidas durante 3 horas. Posteriormente, foram esfriadas em dessecador e
pesadas. As operacdes de aquecimento e resfriamento foram repetidas até obtencdo de peso

constante. O experimento foi conduzido em triplicata.
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2.4.1.3. Lipideos totais

Os lipideos totais das amostras foram determinados pelo método de Bligh-Dyer de
acordo com o Instituto Adolf Lutz (Instituto Adolf Lutz, 2008). Foi pesado 50g de cada
amostra proveniente dos quatro tratamentos e adicionado 150 mL de cloroférmio-metanol
(1:2). Em seguida, foi adicionado 50 mL de cloroférmio e 50 mL de 4gua. As amostras foram
agitadas, filtradas e transferidos para o funil de separacdo. Apds completa separacdo e
clarificacdo foi recolhida a camada inferior e colocado para aquecer até a completa remocéo
do solvente. Posteriormente, as amostras foram colocadas em estufa a 105°C por 1 hora,
esfriadas em dessecador e pesadas. As operacdes de aquecimento e resfriamento foram

repetidas até obtencé@o de peso constante. O experimento foi conduzido em triplicata.

2.4.1.4. Oxidac&o lipidica - Substancias Reativas ao Acido Tiobarbittrico (TBARS)

A oxidacdo lipidica foi avaliada pela mensuracdo das substancias reativas ao acido
tiobarbiturico (TBARS), de acordo com a metodologia descrita por Buege e Aust (1978), com
modificaces.

Aliquotas de 10g de cada amostra do filé de tambaqui foram homogeneizadas em 50 mL
de &cido tricloroacético a 7,5% e filtrada em papel de filtro qualitativo. Foram medidos 5 mL
do filtrado, em triplicata, em tubos rosqueados e adicionados de 5 mL de &cido tiobarbitarico
a 0,02 M. A mistura foi aquecida em banho de agua a 100°C durante 10 minutos para o
desenvolvimento de uma coloracdo cor-de-rosa e depois resfriada em gelo. A leitura da
absorbancia foi realizada em espectrofotometro a 532 nm. Para quantificacdo dos niveis de
TBARS nas amostras utilizou-se a equacdo Y=0,0575x-0,0489 com R?=0,99, obtida a partir
da curva padrdo do 1,1,3,3-tetraetoxipropano. O resultado foi expresso em miligrama de

malonaldeido por kg de filé (mg de MDA eq.kg™?).
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2.4.2. Andlise microbioldgica
A andlise de bactérias psicrotroficas cultivaveis foi realizada por meio de semeadura de
profundidade de acordo com Manual de Métodos de Anélise Microbiol6gica de Alimentos e

Agua (Silva et al., 2010).

2.4.3. Anélise sensorial

A andlise sensorial dos filés de tambaqui dos diferentes tratamentos foi realizada por
meio da analise do perfil de caracteristicas utilizando uma escala hedénica de sete pontos com
a intensidade de cada atributo (sabor, aroma, cor, textura e aparéncia visual) a ser avaliado e a
analise de comparacdo multipla de acordo com Minin (2013) (Anexo 1). Também foi
solicitado aos provadores para ordenar as amostras de acordo com sua preferéncia. Foram
utilizados numeros aleatorios para identificacdo das amostras.

Todos os participantes assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE) antes de realizarem a analise sensorial, constatando que ndo possuiam alergia aos
ingredientes do produto testado e que estavam cientes dos possiveis desconfortos e riscos do
consumo do produto. O projeto foi avaliado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal do Reconcavo da Bahia (CEP-UFRB) e aprovado com numero de

parecer 1.766.529.

2.5. Andlises estatisticas
Os dados foram compilados no programa LibreOffice 5.1, submetidos a andlise de
variancia (ANOVA) e as médias obtidas avaliadas segundo o teste de Tukey a 5% de

significancia (p<0,05).

3. Resultados e discussao
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3.1. Andlises fisico-quimicas
3.1.1. pH

A Tabela 1 apresenta o pH das amostras de filés de tambaqui durante o periodo de
armazenamento. O pH inicial das amostras de filés de tambaqui foi de 6,35, onde a aplicacdo
do revestimento de quitosana, OEC e BHT ndo apresentaram efeito estatistico significativo
nos valores iniciais de pH (p<0,05). A legislacéo brasileira, de acordo com o0 Regulamento da
Inspecdo Industrial e Sanitadria de Produtos de Origem Animal (RIISPOA), considera
deteriorado o pescado com valores de pH igual ou superior a 6,5, sendo os filés utilizados no

experimento caracterizados como frescos (Brasil, 2001).

Tabela 1. pH das amostras de filés de tambaqui revestidos com quitosana e 6leo essencial de

cravo sob armazenamento congelado a -18°C.

Tempo pH
(dias) Controle T1 T2 T3 T4
1 6,352 6,35A0a 6,352 6,352 6,352
30 6,33A%® 6,302 6,35A¢ 6,45A0¢ 6,48A0c
60 6,432 6,61¢P 6,515 6,42°2 6,75¢¢
90 6,4472 6,37Aba 6,77 6,362 6,66°PP
120 6,735 6,435 6,482 6,4472 6,558¢2

Meédias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05), sendo comparadas letras
mailsculas entre linhas e mindsculas entre colunas. Controle: amostra sem revestimento; T1: revestimento de
quitosana 2%; T2: revestimento de quitosana 2% + 1.600 pg.mL™ de OEC; T3: revestimento de quitosana 0,5%
+ 800 pg.mL* de OEC; T4: BHT 100 mg.mL™.

A partir de 30 dias de armazenamento os valores de pH comecaram a diferir do
controle. Os tratamentos T1 e T2 com valores de pH préximos a 6,35 e os tratamentos T3 e
T4 apresentando ligeiro aumento de pH, de 6,45 e 6,48 respectivamente. No intervalo de 60 e
90 dias as amostras apresentaram aumento nos valores de pH, com excessdo do T3. O

aumento do pH esta associado a producdo e acimulo de compostos alcalinos, como amonia e

trimetilamina, por enzimas enddgenas ou devido & acdo microbiana sobre o pescado (Manat,
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Soottawat, Wonnop & Cameron, 2005), ja que as amostras apresentaram bactérias
psicrotréficas em contagens superiores a 0,61 log de UFC.g-1. O aumento do pH favorecido
pelos compostos aminados favorece o desenvolvimento microbiano, pela aproximacao do pH
neutro, considerado 6timo para o crescimento dos microrganismos (Jay, 2005). O pH dos files
revestidos apds 120 dias de armazenamento variou de 6,43 a 6,55, com controle apresentando
pH de 6,73, diferindo estatisticamente dos demais tratamentos (p<0,05). Os filés de tambaqui
revestidos com quitosana, OEC e BHT apresentaram com menores valores de pH ao final do

armazenamento quando comparado a amostra ndo revestida (controle),.

Fan et al. (2009) ao avaliarem o efeito de revestimentos de quitosana sobre a qualidade
e vida de prateleira de carpa sob armazenamento congelado verificaram que os baixos valores
de pH das amostras revestidas com quitosana podem potencializar a inibicdo microbiana e
contribuir para a preservacdo dos peixes por meio da reducdo da atividade das proteases

enddgenas e microbianas.

3.1.2. Umidade

Os valores referentes a umidade dos filés de tambaqui tratados se encontram na Tabela
2. O valor inicial de umidade nos filés de tambaqui foi de 71,8%, sendo o controle o Unico
grupo que apresentou reducdo estatistica significativa da umidade apés o final do periodo de
armazenamento (p<0,05).

Os filés de tambaqui no tratamento T2 apresentaram percentuais de umidade mais altos
no final do armazenamento (72,99% % 1,9), sequido pelos filés revestidos com quitosana a 2%
(T1)(72,1% + 1,1). O envolvimento dos filés de tambaqui com revestimento de quitosana
associado ao OEC evitou a desidratacdo e ressecamento da superficie dos mesmos. Isto se
deve a quitosana apresentar elevada afinidade e capacidade de retencdo &gua, servindo como

barreira de protecdo nos filés congelados (Assis & Silva, 2003). Um dos grandes problemas
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relacionados ao congelamento de filés de peixe é a desidratacdo ou secagem devido a area de
superficie exposta, resultando na queima pelo frio e perda de peso, conduzindo a diminuicao

de sua qualidade (Vanhaecke, Verbeke & Brabander, 2010).

Tabela 2. Valores de umidade (%) das amostras de filés de tambaqui revestidos com

quitosana e 6leo essencial de cravo sob armazenamento congelado a -18°C.

Tempo Umidade (%)
(dias) Controle T1 T2 T3 T4
1 71,8+2,1888  718+217 71842178 7184214 718+217
30 72,1+0,8782  631+258° 708+12/B2 707+12% 717+26"
60 75,0+0,2%  697+18°° 749+10% 735+26°% 717+13°
90 72,1+26°8  713+13%  704+17% 723+11% 695+1,6°
120 68,5+2,18°  721+117% 729+10%B 706+22°% 699+ 1,1A%

Valor de umidade expressa com a média das trés repetices * desvio padrao. Médias seguidas de letras iguais
ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05), sendo comparadas letras maitsculas entre linhas e mindsculas
entre colunas. Controle: amostra sem revestimento; T1: revestimento de quitosana 2%; T2: revestimento de
quitosana 2% + 1.600 pg.mL™ de OEC; T3: revestimento de quitosana 0,5% + 800 pug.mL™ de OEC; T4: BHT
100 mg.mL .,
3.1.3. Lipideos totais

Os teores de lipideos totais nos filés de tambaqui se encontram na Tabela 3. O valor
inicial de lipideos totais nos filés de tambaqui do controle foi de 7,16%, indicando teor médio
de gordura (Sales & Maia, 2013). Diferentes valores foram encontrados por outros autores em
tambaquis como Sales e Maia (2013) com valor de 3,8%, Almeida, Batista, Kodaira e Lessi
(2006) com valor de 7,6% e Cartonilho e Jesus (2011) com valor de 7,69%. Tais variacoes
nos teores de lipideos dos peixes estd fortemente relacionada a nutri¢do, estacdo de captura,

variacdo sexual, tamanho do peixe, bem como as condi¢cdes ambientais (Gonzalez-Fandos,

Villarino-Rodriguez, Garcia-Linares, Garcia-Arias & Garcia-Fernandez, 2005).
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Tabela 3. Teor de lipideos totais dos filés de tambaqui revestidos com quitosana e 6leo

essencial de cravo durante armazenamento congelado a -18°C.

Tempo Teor de lipideos (%)
(dias) Controle T1 T2 T3 T4
1 7,16%¢ 7,142 7,228¢ 7,19¢d 7,155°
30 7,165¢ 6,962 7,207 7,207 7,108¢
60 7,000 7,00¢P 7,28¢% 7,10A¢ 6,952
90 7,365 6,907 7,207 7,168¢ 7,14¢P
120 7,315° 7,03P2 7,38P¢ 7,365 7,34F¢

Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05), sendo comparadas letras
maidsculas entre linhas e mindsculas entre colunas. Controle: amostra sem revestimento; T1: revestimento de
quitosana 2%; T2: revestimento de quitosana 2% + 1.600 pug.mL™ de OEC; T3: revestimento de quitosana 0,5%
+ 800 pg.mL™* de OEC; T4: BHT 100 mg.mL™.

Apos o tratamento dos filés, os valores iniciais de lipideos variaram de 7,15% a 7,22%,
sendo que, os filés tratados com o OEC aumentaram significativamente o teor de lipideo
(p<0,05), com valores de 7,22% (T2) e 7,19% (T3). A quitosana, por ser um polimero
cationico apresenta excelente compatibilidade com outras substancias, sendo capaz de aderir
ou agregar lipideos e gorduras carregados negativamente (Wydro, Krajewska & Hac-Wydro,
2007; Duan, Cherian & Zhao, 2010). O OEC utilizado nos tratamentos T2 e T3, por ser um
lipideo, tiveram a capacidade de aumentar o teor de lipideos encontrado nos filés revestidos.

As amostras de cada tratamento (T1, T2, T3 e T4) apresentaram variacfes em seus
teores de lipideos, diferindo estatisticamente entre si no decorrer do armazenamento por 120
dias (p<0,05). Segundo Nunes (2014), durante a avaliacao dos resultados deve-se considerar a
individualidade das amostras, uma vez que as amostras de tambaqui foram provenientes de

peixes diferentes e de partes diferentes de um mesmo filé, apesar de terem sido submetidas

aos mesmos tratamentos, apresentando assim variados teores de lipideos.

3.1.4. Oxidacdo lipidica - TBARS
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Em temperaturas abaixo de 0°C, a oxidacdo lipidica torna-se o principal fator de
alteracGes organolépticas, sendo particularmente importante para a vida Util do pescado
(Soares, Mendes & Vicente, 2013). Na Figura 1 séo apresentados os valores de TBARS para

os diferentes tratamentos durante o periodo de armazenamento.

Figura 1. Valores de TBARS em MDA eq.kg? de filés de tambaqui durante o periodo

armazenado de 120 dias.

—e— Controle T1 T2 T3 —=—T4

0,80 -

0,60 -

MDA eq.kgdefilé

0,40 -

0,20 -

0,00 T T T 1
0 30 60 90 120
Tempo (dias)

Controle: amostra sem revestimento; T1: revestimento de quitosana 2%; T2: revestimento de
quitosana 2% + 1.600 pg.mL™ de OEC; T3: revestimento de quitosana 0,5% + 800 pg.mL™ de EOC;
T4: BHT 100 mg.mL™2.

O valor inicial de TBARS das amostras de tambaqui foi de 0,75 mg de malonaldeido
eq.kg? de filé (mg MDA eq.kg™). Os valores de TBARS das amostras revestidas comegaram
a diferir da amostra controle ao decorrer do tempo de armazenamento (Figura 1). O nivel mais
alto de MDA foi alcangado ap6s 30 dias de armazenamento na amostra controle com valor de
1,28 mg MDA eq.kg™ de filé, enquanto os tratamentos apresentaram valores variando de 0,76

a 0,61 mg MDA eq.kg?! de filé. Este aumento esta relacionado & presenca de lipases e
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fosfolipases enddgenas nos filés que continuam ativas durante o congelamento (Fidalgo,
Saraiva, Aubourg, Vazquez & Torres, 2014).

O valor de TBARS da amostra controle apresentou maior valor de MDA aos 30 dias de
armazenamento (1,28 mg eq.kg™), atingindo valor de 1,08 mg de filé ao final de 120 dias,
enguanto nos tratamentos T1, T2, T3 e T4 apresentaram, respectivamente, valores de 0,83,
0,76, 0,83 e 0,85 mg MDA eq.kg? de fil¢, diferindo significativamente (p<0,05), com
excecdo dos tratamentos T1 e T3 que ndo diferirem entre si (p>0,05). As reacdes em cadeia
dos radicais livres na oxidacéo lipidica séo iniciados pela reacdo do oxigénio na dupla ligacdo
dos &cidos graxos. A propriedade de barreira ao oxigénio da quitosana fez com que no
revestimento dos filés esta atuasse diminuindo a difusdo do oxigénio e retardando a oxidacédo
lipidica (Sathivel, 2005). Além disso, a capacidade da quitosana em se ligar aos lipideos,
como os Oleos essenciais, exerce um papel importante na sua capacidade antioxidante (Duan,
Cherian & Zhao, 2010).

De acordo com lbrahim Sallam (2007) o nivel maximo de TBARS que indica boa
qualidade do peixe congelado, refrigerado ou armazenado em gelo é de 5 mg MDA eq.kg™ de
filé, embora o peixe possa ser consumido até o nivel maximo de 8 mg MDA eq.kg™ de filé.
No presente estudo, os valores de TBARS tanto para o controle como para 0s tratamentos
foram inferiores aos limites propostos ao longo dos 120 dias de armazenamento.

Os resultados obtidos estdo de acordo com Fan et al. (2009), que encontraram valores
de TBARS mais baixos em carpa prata revestida com quitosana a 2% durante 30 dias de
congelamento. A carpa prata revestida com quitosana apresentou valores de TBARS (0,83 mg
MDA kg de filé) inferior aos filés n&o revestidos (3,00 mg MDA.kg™ de peixe).

Os tratamentos T1 e T3 apresentaram os mesmo valores de MDA eq.kg™ de filé (0,83)
apo6s 120 dias, inferindo que o sinergismo do OEC a 800 pg.mL™ com a quitosana a 0,5%

possui a mesma eficiéncia na reducdo da oxidagdo lipidica nos filés de tambaqui congelados
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que o revestimento de quitosana a 2%. Quando a solugédo de quitosana a 2% foi adicionada de
OEC a 1600 pg.mL? (T2) tal sinergismo foi mais efetivo na reducio da oxidacdo lipidica,
apresentando o menor valor de MDA eq.kg™ de filé (0,76) ap6s os 120 dias de congelamento
(p<0,05). Este fato mostra que a quitosana apresentou inibicdo na oxidacao lipidica nos filés
de tambaqui e o sinergismo com o OEC potencializou tal efeito. O tratamento com BHT a 100
mg.mL? (T4), apresentou valores proximos (Figura 2) aos demais tratamentos, comprovando
que revestimentos contendo antioxidantes naturais apresentam igual ou maior capacidade de
reducdo da oxidacdo lipidica em peixes do que o BHT, que é um antioxidante sintético

permitido pela legislacéo brasileira.

3.2. Andlise microbioldgica
3.2.1. Bactérias psicrotroficas cultivaveis

As bactérias psicrotroficas sdo microrganismos capazes de se multiplicar em baixas
temperaturas e apesar da legislacdo brasileira ndo estabelecer padrbes em pescado, sua
quantificacdo € importante por causar alteracdes fisico-quimicas e organolépticas, diminuindo
a vida atil do pescado, aléem de indicar condi¢bes inadequadas de higiene durante
processamento quando presentes em elevadas contagens (Martins, Vaz & Minozzo, 2002).
Os valores das contagens das bactérias psicrotréficas cultivaveis nos files de tambaqui se

encontram na Figura 2.

Figura 2. Valores médios da contagem de bactérias psicrotroficas cultivaveis em filés de

tambaqui revestidos com quitosana e OEC armazenados sob congelamento a -18°C.



358
359

360
361
362
363
364
365
366
367
368
369
370
371
372
373
374
375
376

377

97

Controle T1 T2 T3 —=—T4

L
(P2 I =
1 |

Log de UFC.g?
= N
= N w
[

o
i
1

1
]
I HHE

o

0 30 60 90 120
Tempo (dias)

Controle: amostra sem revestimento; T1:. revestimento de quitosana 2%; T2: revestimento de
quitosana 2% + 1.600 pg.mL™ de OEC; T3: revestimento de quitosana 0,5% + 800 pg.mL™ de EOC;
T4: BHT 100 mg.mL.

Todas as amostras apresentaram decréscimo em sua contagem no decorrer do tempo de
armazenamento por 120 dias. No decorrer dos primeiros 30 dias de armazenamento, a
contagem inicial de 3,16 log de UFC.g™* passou para 2,19 log de UFC.g* (controle), 2,05 log
de UFC.g (T1), 1,13 log de UFC.g* (T2), 1,06 log de UFC.g* (T3) e 2,16 log de UFC.g*
(T4), apresentando reducdo estatistica significativa nos tratamentos contendo o revestimento
de quitosana associado ao 6leo essencial de cravo dos demais tratamentos (p<0,05). Ao final
do periodo de 120 dias, o controle e o tratamento T4 apresentaram contagens de 1,51 e 1,28
log de UFC.g?%, respectivamente, diferindo estatisticamente dos demais tratamentos (T1, T2 e
T3, p<0,05) que reduziram totalmente a contagem de bactérias psicrotroficas cultivaveis nos
filés de tambaqui devido a agdo da quitosana e do OEC (0 log de UFC.g™).

O tratamento com BHT (T4) ndo apresentou efeito antimicrobiano sobre as bactérias
psicrotroficas, ndo diferindo estatisticamente do controle, o que era esperado, ja que esse
aditivo atua somente como antioxidante em alimentos. A quitosana individualmente, na
concentracdo de 2%, apresentou efeito antimicrobiano somente apds 120 dias de

armazenamento, enquanto o revestimento de quitosana associados ao OEC nas diferentes
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concentracOes apresentou efeito antimicrobiano desde os primeiros 30 dias, mantendo-se até o
final do periodo de armazenamento. O OEC por apresentar também atividade antimicrobiana
potencializou o efeito antimicrobiano da quitosana por meio do sinergismo apresentado entre
eles, mesmo em concentragdes menores (T3), ndo diferindo estatisticamente entre si (p<0,05).
O efeito inibitério da quitosana frente aos microrganismos psicrotroficos esta relacionado a
formacdo de complexos polieletroliticos ao redor da célula bacteriana, uma vez que 0s grupos
aminicos protonados se ligam seletivamente a membrana celular carregada negativamente,
alterando a atividade celular e a permeabilidade da membrana, resultando na inibicéo
microbiana (Yadav & Bhise, 2004; Feng & Xia, 2011). Quanto ao OEC, sua atividade esta
relacionada ao eugenol (Jirovetz et al., 2006), composto majoritario presente no OEC que
permite a ruptura da membrana citoplasmatica dos microrganismos, aumentando a sua

permeabilidade nédo especifica (Gill & Holly, 2006).

3.3.Anélise sensorial
3.3.1. Perfil das caracteristicas sensoriais

Dos provadores participantes, trinta foram mulheres e dez homens, totalizando 40
participantes, entre docentes e discentes da Universidade Federal do Recéncavo da Bahia. Do
total de julgadores, 31 possuiam faixa etaria entre 18 e 29 anos, 8 de 30 a 42 anos e 1 superior
a 50 anos.

Os resultados dos atributos de qualidade dos filés de tambaqui se encontram na Figura
3. Verifica-se que os filés revestidos com quitosana e com quitosana + OEC obtiveram
aceitacdo dos provadores com médias em todos os atributos analisados superior a 4 que

significa “nem gostei/nem desgostei”, sem nenhuma média 3.
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Figura 3. Avaliacdo dos atributos de qualidade dos filés de tambaqui revestidos de quitosana

e sua associacdo com o OEC.
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Amostra referéncia: controle; 101: revestimento de quitosana 2%; 202; revestimento de quitosana 2% + OEC
1600 pg.mL*; 303: revestimento de quitosana 0,5% + OEC 800 pg.mL™.

3.3.2. Andlise de comparagdo multipla

Apo6s avaliacdo da amostra controle, 32,5% dos provadores avaliaram o filé como
“gostei extremamente”, 42,5% “gostei muito” e 25% “gostei”. Quando comparado a amostra
controle com as amostras T1, T2 e T3 foram obtidas médias de 6,05, 5,03 e 3,93, com as
médias entre “gostei muito”, “gostei” e “ndo gostei/nem desgostei”, respectivamente, tendo
uma menor aceitacdo as amostras que tinham sido adicionadas o OEC. Apesar de comprovada
a atividade antimicrobiana e antioxidante dos 6leos essenciais (Sartoratto et al., 2004; Silveira
et al., 2012; Calo, Crandall, O'Bryan & Ricke, 2015) uma das maiores limitacGes do seu uso é
o efeito negativo na qualidade sensorial dos filés. O efeito negativo no uso do OEC em
biofilmes ativos na qualidade sensorial de alimentos foi verificado por Ugalde (2014),

relatando que mesmo com o OEC incorporado no biofilme e ndo diretamente na matriz

alimentar, o efeito ndo foi menos pronunciado.
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3.3.3. Ordenacao de acordo com a preferéncia

Apos a avaliacdo dos atributos de qualidade dos filés de tambaqui foi possivel observar
que os filés da amostra controle e T1 apresentaram a maior preferéncia, seguido das amostras
revestidas com quitosana + OEC. Possivelmente, a maior rejeicdo as amostras revestidas com
quitosana + OEC (T2 e T3) tenha sido a rejeicdo a caracteristica aromatica intensa ou o cravo

n&do ser uma especiaria frequentemente utilizada na preparacao de peixes.

4. Concluséo
Os revestimentos de quitosana associado ao Oleo essencial de cravo podem ser
utilizados como conservantes naturais nos filés de tambaqui durante o congelamento, visando

prolongar a vida til dos filés de tambaqui, retardando a acdo oxidativa e microbiana.
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CONSIDERACOES FINAIS

A quitosana e o OEC apresentaram atividade antimicrobiana frente aos

patdgenos testados, principalmente contra os patégenos Gram positivos.

O revestimento de quitosana apresentou efeito antimicrobiano promissor
para utilizacdo no controle de patdgenos em filés de tambaqui. No entanto,
o sinergismo do revestimento de quitosana com o OEC mostrou-se mais

efetivo na inibigdo dos microrganismos.

Os valores de TBARS dos filés revestidos com quitosana e quitosana
associada ao OEC foram significativamente menores quando comparados
com o controle, indicando que os revestimentos inibiram a oxidacéo lipidica

dos filés de tambaqui.

O revestimento de quitosana, bem como o revestimento associado ao
OEC, garantiram a qualidade microbiolégica dos filés pois permitiram uma
reducdo gradual das bactérias psicrotroficas cultivaveis no decorrer do

armazenamento sob congelamento.

Os filés revestidos com quitosana apresentaram aceitacdo sensorial dos

provadores, tendo uma menor aceitagao as amostras adicionadas de OEC.

Assim, 0s revestimentos de quitosana e quitosana associada ao OEC nos
filés de tambaqui proporcionaram uma melhor qualidade microbiologica do
produto, impediram a oxidacéo lipidica, o aumento dos valores de pH e
perda de umidade. Dessa forma, os revestimentos podem ser eficazes na
conservacao e aumento da vida util dos filés de tambaqui.
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ANEXOS

» Ficha andlise sensorial
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NOME: IDADE: ___anos
SEXO: M( ) F( )

Vocé esta recebendo amostras de filés de peixe revestidas com quitosana
associada ao 6leo essencial de cravo.

Por favor, prove a amostra referéncia (R) e indique o quanto vocé gostou ou
desgostou do produto. Marque a resposta que melhor reflita seu julgamento.

Caodigo da amostra: R (amostra referéncia)
) Gostei extremamente

) Gostei muito

) Gosteli

) Ndo gostei/nem desgosteli

) Desgostei

) Desgostei muito

e N T N T N )

) Desgostei extremamente

Compare a amostra referéncia (R) com as amostras codificadas, como mais
preferida ou menos preferida, de acordo com seu julgamento. Em seguida,
classifique a intensidade da preferéncia de acordo com a escala apresentada.

Cddigo da amostra: 101 202 303
Mais preferida que R

Preferida igual a R

Menos preferida que R

Intensidade da 101 202 303
preferéncia

Nenhuma

Pequena
Moderada
Grande

Extrema

Ordem das amostras por preferéncia:
10 20 30 40
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NOME:

SEXO: M( ) F( )

Vocé esta recebendo amostras de filés de peixe revestidas com quitosana associada
ao Oleo essencial de cravo. Utilize a escala abaixo para avaliar os atributos de
qualidade e anote o valor de sua avaliagéo para cada amostra na tabela a seguir.

(1) Desgostei extremamente
(2 ) Desgostei muito

(3 ) Desgostei

(4) Nao gostei/nem desgostei
(5) Gostei

(6) Gostei muito

(7)) Gostei extremamente

Atributos de qualidade:

IDADE: anos

Atributos Amostra R

101

202

303

Sabor

Aroma

Cor

Textura

Aspecto geral




