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RESUMO

CRUZ, A. I. C. Uso de revestimento edivel de alginato de sédio incorporado
com prépolis verde na conservacao de filés de tambaqui refrigerados

O presente estudo teve por objetivo verificar a atividade antioxidante e
antibacteriana do extrato de propolis verde e avaliar a eficiéncia do revestimento de
alginato de sédio incorporado com prépolis verde sobre a qualidade fisico-quimica,
microbiolégica e aceitacdo sensorial de filés de tambaqui (Colossoma
macropomum) refrigerados. Na primeira etapa foi avaliado a atividade
antimicrobiana do extrato de prépolis verde (EPV) frente as bactérias Escherichia
coli ATCC25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC25923, Staphylococcus aureus
ATCC43300 e Listeria monocytogenes CERELA, a atividade antioxidante (DPPH e
ABTS), triagem fitoquimica e quantificacdo de fendis totais e flavonoides. Na
segunda etapa foi verificado a eficiéncia do revestimento edivel de alginato de sodio
+ EPV (25 mg mL1) em filés de tambaqui mantidos sob refrigeracdo durante 30
dias e realizadas analises microbiolégicas (contagem de psicrotréficos e coliformes
a 45°C) e fisico-quimicas (pH, umidade, bases volateis totais e oxidagao lipidica).
Também foi realizado teste de aceitagdo sensorial dos filés revestidos. O EPV
apresentou concentracao inibitéria minima - CIM variando de 0,18 a 12,5 mg mL,
atividade antioxidante (ABTS 724,05 + 0,04 e DPPH 4,30 £ 0,11) com presenca de
taninos, esteroides, saponina e alcaloide, fendis (39,40 + 0,19) e flavonoides (7,29
+ 0,11). O revestimento inibiu o crescimento de coliformes a 45°C nos filés e
manteve a contagem de psicrotréficos (7,0 log UFC g*) por 15 dias, aumentando a
vida util dos filés em 11 dias, quando comparado ao controle (4 dias). Para os
parametros pH, bases volateis e oxidacéo lipidica, o revestimento aumentou a vida
uatil dos filés de tambaqui entre 7 e 9 dias. O revestimento também foi eficaz na
reducdo de perda de umidade ao longo do armazenamento. Os filés revestidos
obtiveram alto indice de aceitacdo (67%) e intencdo de compra (69%). Como
conclusao o revestimento com alginato de sédio e propolis verde aumenta a vida
atil de filés de tambaqui mantidos sob refrigeracdo de 7 a 11 dias.

Palavras-chave: pescado, conservantes naturais, vida Util.



ABSTRACT

CRUZ, A. I. C. Use of edible of sodium alginate incorporated with green
propolis to preserve refrigerated tambaqui fillets

The aim of the present study was to verify the antioxidant and antibacterial activity
of green propolis extract and evaluate the efficiency of sodium alginate coating
incorporated with green propolis on physicochemical, microbiological quality and
sensory acceptance of tambaqui fillets (Colossoma macropomum) refrigerated. For
this the work was divided in two stages. In the first stage was evaluated the
antimicrobial activity of green propolis extract (EPV) against bacteria Escherichia
coli ATCC25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC25923, Staphylococcus aureus
ATCC43300 and Listeria monocytogenes CERELA, the antioxidant activity (DPPH
and ABTS), phytochemical screening and quantification of total phenols and
flavonoids. In the second stage, the efficiency of the sodium alginate + EPV coating
(25 mg mL?) in tambaqui fillets was verified under refrigeration for 30 days,
microbiological (psychrotrophic and coliform counting at 45 ° C) and
physicochemical (pH, humidity, total volatile bases and lipid oxidation) analyzes
were performed. Sensory acceptance test was also performed on the coated fillets.
The EPV showed minimal inhibitory concentration - MIC ranging from 0.18 to 12.5
mg mL-1, antioxidant activity (ABTS 724.05 + 0.04 and DPPH 4.30 £ 0.11) with of
tannins, steroid, saponin and alkaloid, as well as phenols (39.40 + 0.19) and
flavonoids (7.29 = 0.11). Coating inhibited coliform growth at 45 ° C in the fillets and
kept the psychrotrophic count (7.0 log CFU g) for 15 days, increasing the shelf life
of fillets by 11 days, when compared to control (4 days). For pH, volatile bases and
lipid oxidation parameters, coating increased tambaqui fillet life by 7 to 9 days. The
coating was also effective in reducing moisture loss throughout storage. The coated
fillets had a high acceptance rate (67%) and purchase intention (69%). As
conclusion the coating with sodium alginate and green propolis increases the shelf
life of tambaqui fillets kept under refrigeration.

Keywords: fish, natural preservatives, shelf life


https://www.linguee.com.br/ingles-portugues/traducao/refrigerated.html

INTRODUCAO

Dentre as espécies de peixes mais cultivadas no Brasil se destaca o tambaqui,
Colossoma macropomum. Esta espécie apresenta étimo padrdo de crescimento,
alta produtividade e facilidade de comercializagdo. Sua carne apresenta excelente
sabor e suculéncia, devido a presenca de alto teor de lipideos. No entanto, essa
caracteristica torna seus filés mais suscetiveis as reacdes oxidativas e produzem
sabor e odor de ran¢o nos peixes (FOGACA et al., 2014).

O peixe € um alimento que possui elevada atividade de agua, alto teor de
nutrientes e pH proximo da neutralidade. Por isso, € um alimento facilmente
deterioravel, muito suscetivel a autolise enziméatica e bacteriana (SILVA et al.,
2017). Aléem desses fatores, o desenvolvimento microbiano em peixes pode ser
relacionado a fatores extrinsecos, como a falta de higiene pessoal dos
manipuladores, exposi¢cédo dos produtos sem refrigeracdo e manuseio do pescado
com equipamentos e utensilios contaminados (MOURA et al., 2018; ARAUJO et al.,
2018).

Visando a manutenc¢édo da qualidade do produto alimenticio, os revestimentos
ediveis vém sendo desenvolvidos, uma vez que a utilizacdo de métodos tradicionais
de conservacéo, como a refrigeragdo e o congelamento, ndo sao suficientes para
reduzir ou inibir o desenvolvimento bacteriano e a oxidacao lipidica nos alimentos
comprometendo a vida util do pescado armazenado por longos periodos (GALUS;
KADZINSKA, 2015; HASSOUN; COBAN, 2017).

Os revestimentos ediveis sdo definidos como camadas finas de material
comestivel de coloracéo transparente que sédo aplicados a superficie dos alimentos
para atuar como barreira mecanica e controlar as trocas gasosas, além de reduzir
as perdas nutritivas e de umidade (COSTA et al., 2017). Os revestimentos também
sdo alternativas para a substituicdo de inUmeros antioxidantes sintéticos, que séo
usados em alimentos com a finalidade de prevenir ou retardar a oxidacéo lipidica,
embora, alguns paises a exemplo da Canada, ja restrinjam seu uso em alimentos
devido sua relagédo com o desenvolvimento de carcinogénese (RAMALHO; JORGE,
2006; DEHGHANI; HOSSEINI; REGENSTEIN, 2018; PISOSCHI et al., 2018).

Os revestimentos ediveis podem ser desenvolvidos com biopolimeros, como

polissacarideos, proteinas e lipidios. Entre os polissacarideos, o alginato tém se
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destacado devido as suas propriedades funcionais, como espessante, estabilizador
e produtor de gel, o que possibilita a formacao de filmes mais fortes (TAVASSOLI-
KAFRANI; SHEKARCHIZADEH; MASOUDPOUR-BEHABADI, 2016). Aos
revestimentos podem ser adicionados agentes antimicrobianos e antioxidantes
naturais, como a propolis, com a finalidade de prolongar a vida Gtil dos produtos
alimenticios (CASTRO-ROSAS et al., 2017; POBIEGA; KRASNIEWSKA;
GNIEWOSZ, 2019).

A prépolis é uma substancia resinosa produzida pelas abelhas Apis Mellifera,
gue coletam exsudatos de plantas e misturam com cera e secrecdes salivares
(OPSENICA et al., 2016; SALGUEIRO; CASTRO, 2016; SEIBERT et al., 2019).
Entre as propolis existentes, a verde se destaca pelo rico teor em acido 3,5-diprenil-
4-hidroxicindmico, também conhecido como artepelin C, obtido da Baccharis
dracunculifolia, que é a principal fonte botanica deste tipo de propolis (VEIGA et al.,
2017; MONROY et al., 2017).

A propolis vem ganhando destaque no que se refere a aplicagcdo em alimentos
por sua acéo na inibicdo do desenvolvimento microbiano e do processo de oxidagao
lipidica (POBIEGA; KRASNIEWSKA; GNIEWOSZ, 2019). Diversas pesquisas ja
relataram a eficiéncia da propolis com aplicacdo em alimentos (VARGAS-
SANCHEZ et al., 2014; DUMAN, OZPOLAT, 2015; VIERA et al., 2016; PAYADAN
et al., 2017). Entretanto, ainda ndo ha relatos sobre a aplicacdo do extrato de
propolis verde em filés de tambaqui. Nesse sentido, o presente estudo teve por
objetivo verificar a atividade antioxidante e antibacteriana do extrato de propolis
verde e avaliar a eficiéncia da sua incorporacao no revestimento a base de alginato
de sédio no aumento da vida util de filés de tambaqui mantidos sob refrigeracéo e
verificar a aceitacdo sensorial dos filés revestidos

Essa dissertacdo esta dividida em dois capitulos. No primeiro capitulo é
apresentado a revisao de literatura com temas referentes ao estudo, embasando-o

teoricamente e no segundo capitulo se encontra o artigo da pesquisa.
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OBJETIVOS

e OBJETIVO GERAL

Verificar a eficiéncia do revestimento edivel a base de alginato de sédio
incorporado com proépolis verde na reducao antimicrobiana e oxidacgao lipidica em

files de tambaqui (Colossoma macropomum) armazenados sob refrigeracéo.

e OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar a atividade antioxidante e antimicrobiana do extrato de propolis verde;

- Verificar a eficacia do revestimento edivel a base de alginato de sédio
incorporado com extrato de propolis verde nos parametros fisico quimicos e
microbiolégicos na matriz alimentar;

- Verificar a aceitacdo sensorial dos filés de tambaqui (Colossoma
macropomum) revestidos com alginato de sédio incorporados com extrato de

prépolis verde.
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CAPITULO 1

Aplicacéo de revestimento edivel contendo compostos bioativos

com acado antimicrobiana e antioxidante
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RESUMO

CRUZ, A.I.C. Aplicacéo de revestimento edivel contendo compostos bioativos
com acao antimicrobiana e antioxidante

Os peixes sdo alimentos saudaveis devido a presenca de vitaminas, minerais e
baixo teor de colesterol em sua composicédo. No Brasil, o tambaqui é a segunda
espécie de agua doce mais produzida e se caracteriza por apresentar grande porte.
E um peixe proveniente da bacia amazonica, rico em acido linolénico (6mega 3),
proteinas, minerais e vitaminas. Essa riqueza de nutrientes torna esse peixe
suscetivel a oxidagdo lipidica e ao desenvolvimento de microrganismos que
causam a deterioracdo, modificando as caracteristicas sensoriais, como sabor,
aroma, textura e o valor nutritivo do alimento. Uma das técnicas utilizadas para a
conservacdo de peixes é o uso de refrigeracdo e congelamento, porém essas
técnicas ndo reduzem de maneira eficaz o crescimento microbiano. Outro meio de
conservacao utilizado nos peixes sado 0S conservantes sintéticos, como o0
hidroxitolueno butilado (BHT) e o hidroxianisol butilado (BHA), porém, sua aplicacao
tem sido relacionada ao desenvolvimento de cancer. Nesse contexto, pesquisas
com revestimentos ediveis utilizando substancias naturais estdo sendo
desenvolvidas com o objetivo de substituir o uso dos conservantes sintéticos e
reduzir os processos de deterioracdo microbiolégica e oxidativa em alimentos.
Dentre as categorias de substancias naturais, a prépolis verde apresenta alto
potencial devido a sua composi¢cao quimica rica em compostos bioativos que estédo
relacionados a acdo antibacteriana, antiviral, antitumoral, anti-inflamatoéria e

antioxidante.

Palavras-chave: pescado, conservantes, substancia bioativa.
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ABSTRACT

CRUZ, A. I. C. Application of edible coating containing bioactive compounds
with antimicrobial and antioxidant action

The fish are healthy foods due to the presence of vitamins, minerals and low
cholesterol in their composition. In Brazil, the tambaqui is the second most produced
freshwater species and is characterized by its large size. It is a fish from the Amazon
basin, rich in linolenic acid (omega 3), protein, minerals and vitamins. However, this
richness of nutrients makes this fish susceptible to lipid oxidation and the
development of microorganisms that cause spoilage, modifying sensory
characteristics, such as taste, aroma, texture and nutritional value of food. One of
the techniques used for fish conservation are the use of refrigeration and freezing,
but these techniqgues do not effectively reduce microbial growth. Another
conservation medium used in fish are synthetic preservatives such as butylated
hydroxytoluene (BHT) and butylated hydroxyanisol (BHA), but their application has
been related to the development of cancer. In this context, research on edible
coatings using natural substances is being developed to replace the use of
preservative synthetic and reduce the processes of microbiological and oxidative
spoilage in foods. Among the categories of natural substances, green propolis
presentes high potential due to its chemical composition, such as p-coumaric acid,
ferulic acid and artepillin C, which are related to antibacterial, antiviral, antitumor,

anti-inflammatory and antioxidant action.

Keywords: fish, preservatives, bioactive substance.
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1. Producédo e consumo de pescado no Brasil

No Brasil h4 um grande potencial para a producéo pesqueira em decorréncia
da disponibilidade de agua, clima favoravel e a variedade de espécies. O setor de
aquicultura vem se destacando por ser uma das principais fontes de proteina de
origem animal. Esse setor cresceu em decorréncia do aumento da populacéo e da
procura constante por alimentos mais saudaveis (BRABO et al., 2016).

O peixe € um alimento rico em proteinas de alto valor bioldgico, acidos graxos
insaturados e vitaminas, que tem sido considerado uma opc¢éo de alimento mais
saudavel pois diminui os riscos de doencas cardiacas por apresentar baixo teor de
colesterol quando comparado as demais carnes (MORALES; HIGUCHI, 2018).
Atualmente, a Organizacdo Mundial da Saude recomenda que o consumo per
capita de peixes seja de 20 kg/ano. Entretanto, de acordo com os dados da
Associacao Brasileira de Piscicultura-PEIXEBR (2018), o consumo anual de peixe
no Brasil cresceu, mas ainda ndo atingiu esse quantitativo, os brasileiros
consomem, em média, 9,5 kg por ano.

Em 2016, o Brasil havia produzido 640.410 toneladas, com aumento de
apenas 1% sobre o resultado de 2015 (638 mil toneladas). Em 2017, a producédo
da piscicultura brasileira cresceu 8% terminando o ano com 691.700 toneladas de
peixes cultivados. Entre os Estados que vém apresentando crescimento nesse
setor, a Bahia tem se destacado e em 2017 liderou a producao de peixes cultivados
na regido Nordeste, sendo responsavel pela producdo de 25.500 toneladas
(PEIXEBR, 2018).

A producao de peixes de agua doce, principal categoria dentro da aquicultura
brasileira, corresponde a 84% da producéo desse setor no pais. Entre as espécies
cultivadas, o tambaqui (Colossoma macropomum) responde por 18,2% da
producao nacional (Figura 1) (IBGE, 2017).
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Figura 1. Producédo da aquicultura brasileira em 2017 por espécie, em percentual

do total produzido.

m Tildpia

®m Tambaqui

B Tambacu e Tambatinga
Carpa

B outros

(Fonte: IBGE, 2017).

2. Tambaqui (Colossoma macropomum)

No Brasil, o tambaqui (C. macropomum) é uma espécie natural da bacia
amazobnica, que possui alto potencial de cultivo e grande importancia econdmica e
social para as familias ribeirinhas do Amazonas. E a principal espécie nativa
produzida no Brasil que aceita facilmente racdes artificiais, se adapta bem ao
cativeiro por ser onivoro e ter tendéncia a herbivoria (SOUZA et al., 2014).

C. macropomum pertence a classe Osteichthyes, ordem Characiformes e
familia Serrasalmidae. Considerado o segundo maior peixe de escamas de agua
doce da América do Sul que esta sendo amplamente difundido no continente sul-
americano devido ao crescimento e desenvolvimento da piscicultura. Tem sido
considerado “simbolo ictico da floresta tropical” devido a sua preferéncia alimentar
por frutos e sementes (DAIRIKI; SILVA, 2011).

O tambaqui é uma espécie que alcanca mais de 1 m de comprimento e peso
superior a 30 kg. E um peixe que vive em ambientes de varzea e igap0, possui
caracteristicas adaptativas e morfolégicas que permitem a espécie sobreviver em
locais com baixas concentracdes de oxigénio. A espécie ainda possui numerosos
rastros branquiais que permitem a filtracéo do fitoplancton que € parte de sua dieta
alimentar (GARCEZ et al., 2016).
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C. macropomum estd entre as espécies de alto valor comercial mais
apreciadas no pais em decorréncia de suas caracteristicas biologicas e
zootécnicas, e ao fato de possuir proteina e gorduras poli-insaturadas benéficas a
saude. Essas caracteristicas tém contribuido para a inser¢do de investimentos em
sua producdo, entre as técnicas que estdo sendo utilizadas, esta a adocao de
sistemas aeradores, a utilizacdo de enzimas exdgenas e o0 dimensionamento de
viveiros (BARCANTE; SOUSA, 2015; BEZERRA et al., 2013).

Em razdo de todas essas caracteristicas, o tambaqui desponta como a
espécie nativa que mais cresce nas areas de cultivo das regides brasileiras, porém,
sua criacdo tem sido maior no norte do pais (IBGE, 2016). Nos mercados, esses
peixes ja sado vendidos em cortes, como posta, filés e costelas ventrechas,
oferecendo maior praticidade ao consumidor (SEAFOODBRASIL, 2015). Em 2017,
C. macropomum correspondeu por 90% dos peixes processados em frigorificos da
regidao norte do pais (SEAFOODBRASIL, 2018).

3. Deterioracdo do pescado

A deterioracdo do pescado esta relacionada a fatores inerentes ao proprio
peixe, como pH préximo a neutralidade, elevada atividade de agua nos tecidos e
alto teor de nutrientes. Esses fatores favorecem a acdo de enzimas autoliticas,
processo de oxidacdao lipidica e atividade bacteriana (SOUSA et al., 2018).

O processo de deterioracdo do peixe se inicia com o rigor mortis, que €
caracterizado pelo progressivo enrijecimento da musculatura do animal devido a
reducdo nos niveis de glicogénio, ATP (adenosina trifosfato) e acumulo de acido
latico no musculo (MENDES; INOUE; JESUS; 2015). Esse processo é resultado de
reacdes bioquimicas no musculo, entre elas, o esgotamento do oxigénio,
degradacgdo do glicogénio e decréscimo do pH. Ao término dessa fase, se inicia a
deterioracdo enzimatica e bacteriana (ALVES et al., 2016).

O processo de deterioracdo enzimatica e bacteriana em peixes frescos pode
acontecer pela na acdo de enzimas proteoliticas inerentes do peixe, pela atuacdo
de enzimas de origem bacteriana ou ambas (DELBARRE-LADRAT et al., 2006;
ARAUJO; SOARES:; GOIS, 2010). Segundo Leisner e Gram (2014) essas enzimas
bacterianas estdo presentes no trato digestorio dos peixes ndo eviscerados e

podem atuar na degradacéo dos tecidos produzindo alteracdes nas caracteristicas
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sensoriais do produto, entre as quais se tem o desenvolvimento de odores
desagradaveis, e o0 aparecimento de manchas, além da formacé&o de substratos que
sdo utilizados como alimento pelas bactérias.

Como resultado dessas reacgfes autoliticas controladas por enzimas
endogenas, varios compostos nitrogenados sdo formados. O 6xido de trimetilamina
(TMAO) presente em peixes € reduzido a trimetilamina (TMA). A TMA é entao,
degradado em dimetilamina (DMA) e formaldeido, que s&o alguns dos produtos
responsaveis pelo odor caracteristico de peixe estragado (EVANGELISTA,;
OGAWA; OGAWA, 2000; ORBAN et al., 2011; WELLS; YUSUFU; MILLS, 2019).

Em peixes, a dimetilamina, trimetilamina e ambnia sdo o0s principais
compostos nitrogenados responsaveis pelas alteracdes nos valores de Bases
Nitrogenadas Volateis (BNV) (RODRIGUES et al., 2012). No entanto, dentro da
composicdo de BNV, a aménia é o principal componente do grupo quando se trata
de peixe de agua doce, sendo responsavel pelas maiores alteracfes quimicas em
peixes (OCANO-HIGUERA et al., 2009; ARAUJO, SOARES; GOIS, 2010).

3.1. Deterioragdo microbiana

Os peixes sdo alimentos suscetiveis a varios contaminantes de natureza
biologica, quimica ou fisica que sdo relacionados a fatores extrinsecos, como,
manipulacdo inadequada durante as etapas de captura, transporte e
armazenamento, além da temperatura inadequada de refrigeracdo (SANTIAGO et
al., 2013; AIYEGORO, 2014; SANTOS et al., 2016).

A populacao bacteriana presente no peixe varia de acordo com as condi¢des
de armazenamento do alimento, da dieta fornecida, da concentracéo de poluentes
na dgua e das condicdes climaticas de cultivo do animal. Esses fatores influenciam
diretamente na microbiota das superficies externas e internas do peixe, como o
muco, a pele, as guelras e o trato digestério (BENHAMED et al., 2014).

A qualidade higiénica sanitaria do pescado esta relacionada a trés fatores:
tempo, higiene e temperatura. O tempo e temperatura € ligado a rapidez com que
se desencadeia reacdes autoliticas. E a higiene estd relacionada aos
manipuladores, as condi¢cdes de limpeza do barco e a estrutura de processamento
(SANTIAGO et al., 2013).
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Dentre as principais bactérias que contribuem para a deterioracdo do pescado
estdo: Pseudomonas, Acetinobacter, Moraxella e Flavobacterium, Micrococcus,
Aeromonas, Vibrio e Shewanella, dentre outras. Estas séo influenciadas pela
natureza do ambiente aquatico, onde a temperatura € um dos fatores seletivos
(LEISNER; GRAM, 2014; BOZIARIS; PARLAPANI, 2017).

O pescado foi responsavel por 2,1% dos surtos de doencas veiculadas por
alimentos (DVA) no Brasil entre o periodo de 2009 a 2018 (BRASIL, 2019). Os
surtos de DVA podem ocorrer a partir do consumo de pescado contaminado por
microrganismos, como Vibrio spp., Listeria monocytogenes, Yersinia spp.,
diversos sorovares de Salmonella e Clostridium botulinum (NOVOSLAVSKIJ et al.,
2015).

O tambaqui como qualquer outro peixe pode ser facilmente contaminado e
sofrer processo de deterioracdo. Entre 0s microrganismos responsaveis por muitas
das alteracOes estdo aqueles que se desenvolvem em baixas temperaturas, como
os psicrotroficos. Estas bactérias se multiplicam em temperaturas de 7°C + 1°C e
formam colbnias visiveis entre 7 e 10 dias, independente da temperatura 6tima de
multiplicagdo (ARCURI et al., 2008; WEI et al., 2019).

O grupo de psicrotroficos sédo deteriorantes devido a producdo de
exoenzimas, como, proteases, lipases e fosfolipases, que tem a funcao de hidrolisar
proteinas e gorduras de produtos carneos, além de usar uma variedade de n&o-
carboidratos como fonte de carbono para produzir uma grande quantidade de
metabdlitos que afetam a qualidade dos produtos alimenticios. Esses metabdlitos
produzem odor forte e mais muco sobre os alimentos (ARCURI et al., 2008;
MAIANGWA et al.,, 2015; WEI et al., 2019). O grupo de microrganismos
psicrotréficos possui relacdo direta com a manipulagdo e armazenamento
inadequado, sendo encontrados com certa frequéncia em peixes estragados
(ALCANTARA; MORAIS; SOUZA, 2012).

Vivekanandhan, Hatha e Lakshmanaperumalsamy (2005), verificaram a
presenca de Aeromonas spp. em pescado comercializado no mercado do peixe na
india e atribuiram a presenca dessa bactéria a falta de saneamento e a temperatura
inadequada de exposicado dos alimentos. Ainda de acordo com os pesquisadores,
a presenca desse género em peixes e outros produtos da pesca é preocupante

devido a multiplicidade de fatores de viruléncia que esse género bacteriano possui.
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Dentre os psicrotroficos relacionados a deterioracdo de alimentos estdo as
bactérias do género Pseudomonas e Flavobacterium. As bactérias desses géneros
podem causar modificagdo na coloragdo dos alimentos (ARAUJO, SOARES, GOIS,
2010; ALCANTARA; MORAIS; SOUZA, 2012). O género Pseudomonas
compreende patdégenos oportunistas que tém sido responsaveis por infeccdes
hospitalares. As infeccbes causadas por P. aeruginosa sao dificeis de tratar devido
a sua resisténcia intrinseca a muitos agentes antimicrobianos (FENG et al., 2017).
Em geral, espécies de Pseudomonas spp. sdo frequentemente associadas a
peixes, uma vez que sao isoladas comumente da pele, branquias e intestinos
desses animais. S&o bactérias que podem contribuir para os processos de
deteriorac&o tanto no peixe fresco quanto durante seu processamento (ARAUJO;
SOARES; GOIS, 2010). A presenca de P. aeruginosa, em niveis elevados, resulta
na reducdo da vida util dos alimentos, devido as alteragbes nas caracteristicas
sensoriais, como a producdo de odores e sabores desagradaveis em produtos
alimenticios (ARAUJO; SOARES; GOIS, 2010; KACANIOVA et al., 2017).

Outros microrganismos, como o grupo coliforme, proveniente em sua maioria
de &guas contaminadas ou préticas incorretas da manipulagcdo do alimento,
também podem estar presentes no pescado (ARAUJO; SOARES:; GOIS, 2010;
SOARES; GONCAVES, 2012; ZOTTA et al., 2019). Além de Staphylococcus
aureus que é o microrganismo mais facilmente veiculado por produtos da pesca
(BAKA et al., 2017).

Pesquisas tem relatado a contaminacdo de peixes por diversas bactérias
devido a falhas higiénico sanitarias na producdo e/ou processamento. No estudo
desenvolvido por Santos et al. (2019), foi avaliada a qualidade higiénico-sanitaria
do tambaqui (C. macropomum) comercializado em feiras e supermercados da
cidade de Sao Luis-MA e verificaram que o peixe apresentou elevada contagem de
coliformes totais e termotolerantes, além da presenca de bactérias Aeromonas spp.
e E. coli.

Em um outro estudo desenvolvido por Indyara et al. (2016), verificou-se que o
tambaqui (C. macropomum) comercializado na feira municipal de Ariguemes-RO,
apresentou contaminagdo por S. aureus e coliformes totais. Os pesquisadores
atribuiram esse resultado a contaminacao por falhas higiénico-sanitarias durante a
manipulacdo. Enquanto, Skowron et al. (2018) verificaram a presenca de L.

monocytogenes com perfil de resisténcia em varios estagios de uma fabrica de
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processamento de peixe na Polbnia, e informaram a séria ameaca que O0S
consumidores estavam expostos ao consumir peixes contaminados oferecidos por

esse local.

3.2. Oxidacéo lipidica

A oxidacdo lipidica € uma das principais causas de reducao da qualidade dos
alimentos. Os produtos da oxidacao lipidica afetam as propriedades sensoriais dos
alimentos e seu controle é considerado um desafio para a industria alimenticia (XIE;
WANG; ZHAO, 2018; SHAHIDI; ABAD, 2019). Os lipidios sdo encontrados nos
alimentos, principalmente, na forma de triacilglicerdis, mas também podem ser
encontrados como os fosfolipidios (PL), que s&o importantes lipidios estruturais em
alimentos e membranas celulares (JACOBSEN, 2019).

Nos peixes, os fosfolipidios constituem a maior parte dos lipideos e sédo mais
suscetiveis ao processo de oxidacdo porque possuem maior grau de insaturacdes
(RUFF et al., 2004; JACOBSEN, 2019). Os acidos graxos insaturados ligados nas
moléculas lipidicas de triacilglicerdis ou fosfolipidios ou simplesmente como &cidos
graxos livres sao o substrato basico da oxidacao lipidica. O processo de oxidagéo
lipidica pode ocorrer por meio da reagao entre radicais livre de lipidios com oxigénio
(auto-oxidacao) (HAMAN et al., 2017).

O processo de auto-oxidacao € dividido em trés fases: iniciagéo, propagacao
e terminacado. A reacao inicial envolve a geracao de um radical livre (L) a partir de
um acido graxo insaturado (LH). Essa fase é muito lenta e depende de um iniciador
(1), que pode ser representado pelo calor e certas enzimas catalisadoras. A
propagacao se inicia pela acdo de radicais livres que reage rapidamente com o
oxigénio da atmosfera para formar um radical peroxido, resultando em um
hidroperdxido e uma nova espécie reativa ao oxigénio. Essa propagacao continua
até que o radical peréxido seja removido por reacdo envolvendo outro radical,
formando produtos inativos ou nao radicais, fase conhecida como terminacao
(BURTON; TRABER, 1990).

Geralmente, esse processo gera a formacdo de hidroperdxidos e sua
subsequente quebra provoca o surgimento de produtos de oxidacéo lipidica, como

alcoois, cetonas, aldeidos e entre outros. Esses produtos podem causar alteracdes
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indesejaveis em alimentos, produzindo odor e sabor desagradaveis, resultando na
diminuicao do tempo de vida util (BERTOLIN et al., 2009; SHAHIDI; ABAD, 2019).

O processo de oxidagdo provoca ainda a diminuicdo da coloracdo vermelha
dos musculos dos peixes e o desenvolvimento de “sabores oxidados” e gosto
amargo/metalico em peixes que possuem alto indice lipidico, como, o tambaqui
(JACOBSEN, 2019). Alem disso, a oxidacdo pode resultar na geracdo de
compostos toxicos que tém sido associados a doencas cardiovasculares, bem
como cancer, aterosclerose, envelhecimento (VANDEMOORTELE; MEULENAER,
2019). O grau de oxidacéo lipidica na carne e produtos de carne processada é
mensurado usando um ensaio em que substancias reagem ao acido tiobarbiturico
(TBARS) (ZHANG et al., 2019)

A industria carnea tem buscado formas para prevenir a oxidacgao lipidica, uma
vez, que seus produtos sdo indesejaveis, tanto pela producéo de odores e flavours
ofensivos, como pela destruicdo de constituintes essenciais dos alimentos,
ocasionando o decréscimo do valor nutricional das carnes e a formacao de
compostos toxicos durante o processamento (ALVES; KUBOTA, 2013).

Em virtude disso, a industria vem utilizando antioxidantes, como forma de
inibir esses tipos de alteracdes. Todavia, o uso indiscriminado de antioxidantes
sintéticos é prejudicial a saude, uma vez, que podem promover danos ao DNA por
ligacdo aos acidos nucléicos, exercendo efeitos mutagénicos, cancerigenos e
citotoxicos (SEKHON-LOODU et al., 2013; WANG; KANNAN, 2019).

4. Técnicas de conservacao de alimentos

Vérias técnicas de conservacédo sdo aplicadas a fim de retardar o processo de
deterioracdo do pescado e prolongar seu prazo de validade por mais tempo. As
técnicas utilizadas para isso sdo controle de temperatura, tratamentos térmicos,
alta pressédo (HP), desidratacdo osmotica, irradiacdo, entre outros (HASSOUN;
COBAN, 2017).

As temperaturas baixas tém um impacto fisico direto no desenvolvimento
microbiano e podem levar ao retardamento do crescimento e da atividade de
deterioracdo dos microrganismos, isto é, as taxas de reacdes bioquimicas
indesejaveis diminuem a medida que a temperatura € reduzida (HASSOUN;

COBAN, 2017). Contudo € importante enfatizar que o resfriamento e o
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congelamento ndo impedem atividades enziméticas ou deterioragcdo microbiana
(SAMPELS, 2015). Além disso, o congelamento leva a formacé&o de cristais de gelo
durante o processo, 0 que pode aumentar o risco de danos na textura e perda de
capacidade de retencéo de agua (KAROUI; HASSOUN; ETHUIN, 2017).

A preservacdo de alimentos usando tratamento térmico € um meio de
conservacao antigo que utiliza altas temperaturas para destruir 0s microrganismos.
Porém, esse tipo de tratamento pode causar modificacdo no sabor, textura e cor
dos alimentos, em maior ou menor extensdo, além de provocar a coagulacdo de
proteinas (TORRES; RODRIGO; MARTINEZ, 2016).

Outra técnica que tem atraido atencdo nos ultimos anos da industria € o
processamento de alta pressdo (HPP), devido ao seu potencial de inativar
microrganismos e enzimas autoliticas a baixas temperaturas, estendendo assim, a
vida util dos peixes. No entanto, esta técnica pode causar desnaturacdo das
proteinas e alguns efeitos indesejaveis na cor e textura da carne, além de oxidacao
lipidica e protéica (GUYON; MEYNIER; LAMBALLERIE, 2016).

Outros métodos utilizados na conservacao de pescado sdo desidratacao
osmatica e a irradiacdo. A irradiacdo é altamente eficaz, mas possui alto custo,
enquanto a desidratacdo osmoética leva muito tempo, o que pode causar
degradacédo parcial da qualidade em alguns produtos alimenticios (TORRES;
RODRIGO; MARTINEZ, 2016; QIU et al., 2019).

5. Revestimentos ediveis em alimentos

Revestimentos ediveis sao definidos como embalagens primarias de
alimentos, compostas de substancias que funcionam como bloqueadores de
oxigénio, umidade e movimento de solutos para os alimentos. Nos ultimos anos, o
interesse em revestimentos ediveis tem crescido devido a demanda dos
consumidores por alimentos seguros, saudaveis e estaveis (DEHGHANI;
HOSSEINI; REGENSTEIN, 2018).

Os revestimentos sdo formados diretamente na superficie dos alimentos,
sendo aplicados por pulverizacdo, imersao e, mais recentemente, por meio de
eletropulverizagéo, que produz um revestimento fino e uniforme (HASSAN et al.,

2018). Os revestimentos ediveis podem ser resistentes a agua, melhorar a

aparéncia, manter a integridade estrutural do produto, transportar agentes ativos
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(antioxidantes, vitaminas, etc.), reduzir a permeabilidade ao vapor de agua e reter
compostos de sabor volateis (DHALL, 2013).

Durante a fabricacdo dos revestimentos, as substancias utilizadas para a
formacdo da pelicula sdo dissolvidas em agua, alcool ou combinacdo de ambos
(HASSAN et al., 2018). Os revestimentos ediveis podem ser estruturados com
diversos materiais, como, proteinas, polissacarideos, lipideos e compostos, além
da adicdo de plastificantes que sao usados com a finalidade de aumentar a
flexibilidade e a elasticidade de materiais de base biologica (GALUS; KADZINSKA,
2015).

As fontes de proteinas utilizadas para desenvolver os revestimentos; sao
geralmente materiais hidrofilicos que sdo mais suscetiveis a absor¢cao de umidade
(DHALL, 2013). As proteinas usadas nesses processos podem ser obtidas de
tecidos animais, como, por exemplo, caseina, proteina de soro de leite, colageno,
gelatina, queratina, além de materiais de origem vegetal, como, gluten de trigo,
proteina de soja, proteina de amendoim, entre outros (ANANEY-OBIRI et al., 2018).

No mercado também existem revestimentos a base de lipidios, que séo
utilizados para limitar a saida de umidade dos alimentos, uma vez que, substancias
hidrofobicas séo barreiras eficientes contra a migracdo de umidade, no entanto, a
caracteristica hidrofébica dos lipidios forma filmes mais espessos e frageis. Por
isso, eles devem ser associados a outros agentes, como proteinas ou derivados de
celulose. Entre os lipidios que tém sido utilizados, estdo os monoglicerideos,
acetilados, ceras naturais e surfactantes (ZHAO, 2019; ARNON-RIPS;
POVERENOV, 2018; DEHGHANI; HOSSEINI; REGENSTEIN, 2018).

Outros materiais utilizados para fabricar os revestimentos, sdo o0s
polissacarideos, materiais amplamente disponiveis na natureza, incluindo, alginato,
quitosana, amido, celulose, pectina e derivados. A maioria desses materiais sao
incolores, tém aparéncia livre de oleosidade e um teor caldrico mais baixo e podem
ser aplicados para prolongar a vida util de moluscos ou produtos carneos, frutas,
legumes, reduzindo significativamente a desidratacdo, escurecimento da superficie
e a rancidez oxidativa (HASSAN et al., 2018).

Dentre os polissacarideos, o alginato € obtido de algas marrons, compostos
de acido B- d- manurdnico (M) e acido a- 1- gulurdnico (G). Os alginatos tém a

capacidade de formar géis uniformes, transparentes, insollveis em 4gua e termo-
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irreversiveis a temperatura ambiente. Além de serem biodegradaveis e possuirem
baixo custo (COMAPOSADA et al., 2015).

O alginato de sddio é de grande interesse devido a sua ndo toxicidade. A
formacdo do seu gel acontece por meio da interacdo de cations divalente e
trivalente, como o calcio, o ferro ou o magnésio, que sdo adicionados como agentes
gelificantes. Esse biopolimero tem sido amplamente utilizado, com sucesso, para o
encapsulamento de moléculas bioativas, incluindo drogas farmacéuticas, proteinas
e Oleos essenciais (FAIDI et al., 2019).

Revestimentos a base desse biopolimero podem manter boa qualidade e
prolongar a vida util dos alimentos aumentando a barreira & agua. E considerado
uma substancia geralmente reconhecida como (GRAS) que pode ser utilizada em
revestimento de peixes, camardes, vieiras e suinos pois reduz a perda de
descongelamento, cozimento e peso (SONG et al., 2011). De acordo com Heydari,
Bavandi e Javadian (2015), o alginato de sédio enriquecido com 6leo essencial foi
eficaz na manutencdo da qualidade dos filés de carpa (Aristichthys nobilis)
armazenados sob refrigeracdo a 4°C.

Cai et al. (2015) verificaram que o revestimento composto de ¢-polilisina e
alginato teve efeitos benéficos sobre a qualidade fisico-quimica e sensorial de
robalo japonés (Lateolabrax japonicas) mantidos sobre refrigeracdo. Com isso, 0s
pesquisadores concluiram que o revestimento com e-polilisina/alginato poderia ser
uma alternativa promissora para melhorar as qualidades de conservacdo dos
peixes e produtos de pesca durante um armazenamento prolongado.

E importante afirmar que o alginato ndo possui propriedades antimicrobianas
ou antioxidantes quando usado como revestimentos (LI et al., 2019). Portanto, a
incorporagdo de compostos antimicrobianos naturais € necesséria para
proporcionar aos revestimentos a atividade antimicrobiana e assim, prolongar a
vida util de produtos alimenticios.

Na fabricacdo de revestimentos ediveis, além dos materiais utilizados para
estruturar a pelicula, acontece a adicao de plastificantes, como os poli6is (glicerol,
sorbitol e polietilenoglicol), agucares (glicose e sacarose) e lipidios
(monoglicerideos, fosfolipidios e surfactantes). Além dos plastificantes naturais,
como, os triglicérides de 6leos vegetais ou ésteres de acidos graxos, 0s quais 0 uso
vem aumentando porque eles possuem baixa toxicidade e baixa migragio (CAZON
et al., 2017).
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Os plastificantes reduzem a coesao dentro da rede de filmes, enfraquecendo
as forcas intermoleculares entre as cadeias poliméricas adjacentes, isto €, sem
adicdo de plastificante, os filmes tornam-se frageis, geralmente devido a interacées
entre cadeias poliméricas. Dessa forma, os plastificantes sdo essenciais, pois
modificam ou melhoram as propriedades mecanicas, reduzem a tensdo de
deformacéo, dureza, densidade, viscosidade e aumentam a flexibilidade da cadeia
polimérica, bem como a resisténcia a fratura (GANIARI; CHOULITOUDI,
OREOPOULOU, 2017).

Wu et al. (2018), avaliaram o efeito de preservacdo do revestimento com
polissacarideo (quitosana), junto com uma proteina (lisozima) sobre a qualidade
dos filés de corvina amarela (Larimichthys crocea) por meio de analises fisico-
guimicas, microbioldgicas e sensoriais durante o armazenamento refrigerado e
verificaram alta eficiéncia do revestimento na inibicdo do crescimento de
microrganismos, na oxidacao lipidica e na manutencao da qualidade sensorial dos

peixes refrigerados.

6. Antioxidantes sintéticos

Antioxidantes sdo um grupo de conservantes alimentares que retardam ou
impedem a deterioragdo dos alimentos por mecanismos oxidativos, podendo ser
citados o hidroxitolueno butilado (BHT), hidroxianisol butilado (BHA), butil-
hidroquinona terciaria (TBHQ). Esses antioxidantes atuam neutralizando radicais
livres ou oxigénio, ou inibindo enzimas que facilitam a oxidacdo (SCHYVENS,
2014).

Dentre os antioxidantes mais utilizados estédo o BHT e o BHA. O BHT retarda
a taxa de auto-oxidac&o nos alimentos, evitando altera¢des na cor, odor e sabor ao
reagir com os radicais livres (AL-SHABIB et al., 2017), enquanto o BHA é um
antioxidante mais generalizado que tem por objetivo controlar a degradacdo da
gordura animal nos alimentos (WANG et al., 2015).

Embora considerados seguros para a saude humana em niveis autorizados,
0 uso indiscriminado desses antioxidantes sdo motivo de preocupacéo, devido aos
seus efeitos toxicologicos (NIEVA-ECHEVARRIA et al., 2015). No Brasil, 0 uso
destas substancias € controlado pelo Ministério da Saude e o limite para BHA e
BHT em alimentos é 0,02 % e 0,01%, respectivamente (BRASIL, 1961).
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Em produtos carneos, os antioxidantes como BHA e BHT sdo amplamente
empregados para prevenir a oxidacao e preservar os atributos sensoriais (RIBEIRO
et al., 2019). No estudo realizado por Bertolin et al. (2009), verificou-se que o BHT
foi eficiente para inibir o processo de oxidagdo em pescado salgado-seco.

Entretanto, pesquisas tem relacionado estes antioxidantes ao surgimento de
doencas no estdbmago, intestino e alergia alimentar, além de niveis de toxicidade
reprodutiva em animais (CLAPP; TYNDALL; CUMMING 1973; GROGAN, 1986; AL-
AKID et al., 2001; RIBEIRO et al., 2019). Em pesquisa realizada no Japao, Sasaki
et al. (2002) verificaram que os antioxidantes BHA e BHT induziam danos no DNA
do estdbmago, colon, bexiga e cérebro de ratos, e concluiram que o consumo
desenfreado desses podem causar sérios riscos a saude humana.

Nesse contexto, diversas pesquisas apresentam avang¢os quanto ao estudo
de substancias naturais que possam conservar a vida Util do alimento por mais

tempo em substituicdo aos aditivos sintéticos (SCHYVENS, 2014).

7. Antioxidantes naturais

Com na sua atividade dos antioxidantes naturais, eles podem ser
categorizados como antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos (NEHA et al.,
2019). Os antioxidantes enziméticos decompdem e removem os radicais livres, isto
€, as enzimas antioxidantes podem, por exemplo, converter produtos oxidativos
perigosos em peroxido de hidrogénio e depois em agua. E os antioxidantes ndo
enzimaticos funcionam interrompendo as reacdes em cadeia dos radicais livres,
entre 0s antioxidantes ndo enzimaticos naturais, estdo a vitamina C, a vitamina E,
o polifenol vegetal, os carotendides e a glutationa (NIMSE; PAL, 2015).

O reino vegetal é a fonte mais abundante de antioxidantes naturais, estédo
presentes em especiarias (sementes), ervas e 0leos essenciais, extratos, que sao
usados em produtos de carne tanto para fins organolépticos, como para a
conservacdo. A atividade antioxidante desses vegetais € atribuida a varios
compostos fendlicos, que diferem em quantidade e tipo, a depender da origem
(JIANG; XIONG, 2016).

Os compostos fenolicos sdo muito requeridos na dieta humana e de outros
animais. Eles inibem oxidag&o lipidica interrompendo reagbes em cadeia de

radicais livres e pela doacé&o de hidrogénio e elétrons. Os fendlicos vegetais podem
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ser classificados em acidos fendlicos (por exemplo, &cido galico e acido cafeico),
derivados do acido hidroxicindmico e flavonoides (por exemplo, catequina,
guercetina, kaempferol e naringenina) (BREWER, 2011; CHEN; XU, 2019).

Os flavonoides se destacam entre os compostos fendlicos, pelo seu potencial
antioxidante. Sao definidos como compostos aromaticos polihidroxilados naturais
gue possuem a capacidade de formar complexos com os ions de metais cataliticos,
inativando-os, além de inibir a agdo de enzimas responsaveis pelo desenvolvimento
de rancidez oxidativa em alimentos, como a lipoxigenase (EMBUSCADO, 2015).

Pesquisas ja vem relatando a eficiéncia de compostos fendlicos como
antioxidantes, Casagrande et al. (2019) correlacionaram a atividade antioxidante
dos extratos de Baccharis dracunculifolia aos teores de compostos fendlicos
presente. Em outro estudo, Abreu et al. (2010), verificaram que o filme com extratos
antioxidantes naturais de casca de cevada utilizados em salméo congelado foi
eficaz como antioxidante natural, uma vez que conseguiu retardar a hidrolise

lipidica e aumentar a estabilidade oxidativa da carne de salméao

8. Antimicrobianos naturais

Os compostos antimicrobianos naturais estdo sendo amplamente utilizados
como conservantes de alimentos para melhorar a seguranca microbioldgica e
aumentar a vida Util de produtos alimenticios. O uso de compostos naturais vem
atraindo o interesse de pesquisadores e da industria por sua acdo frente a
microrganismos deteriorantes e patogénicos (MARESCA et al., 2016).

Antimicrobianos naturais podem ser provenientes de fontes animais, vegetais
e microbianas. Os antimicrobianos derivados de animais, como, quitosana,
conalbumina, lactoferrina, lisozima, lactoperoxidase, lactoferricina, entre outros,
possuem natureza polimérica com excec¢do da quitosana. Esses antimicrobianos
exibem acdo inibitoria por meio de multiplos mecanismos, incluindo a eletrostatica,
desestabilizacdo dos componentes da membrana externa das bactérias, hidrolise
de peptidoglicano, sequestro de nutrientes microbianos essenciais e formacéo
enzimatica de substancias antimicrobianas a partir de substratos naturais
(DAVIDSON; CRITZER; TAYLOR, 2013).

As bacteriocinas compdem o grupo de compostos naturais de origem

microbiana que possuem acdo inibitéria frente a bactérias, sdo peptideos
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antimicrobianos sintetizados ribossomicamente ou proteinas complexas secretadas
por varias bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. Esses antimicrobianos
possuem estabilidade ao calor e sdo atoxicos (AHMAD et al., 2017).

As bacteriocinas tém grande potencial de aplicagdo como “antimicrobianos de
grau alimenticio”, a nisina, por exemplo, € um pequeno polipeptideo catidnico
produzido por cepas de Lactococcus lactis, que possui acao frente a bactérias
patogénicas e deteriorantes, incluindo patégenos de origem alimentar , como C.
botulinum e L. monocytogenes, e portanto, pode ser usada como conservante em
carnes, laticinios e vegetais (MARESCA et al., 2016).

Os antimicrobianos de origem vegetal, provenientes de plantas, contém uma
variedade de compostos, encontrados nos 6leos essenciais de folhas, sementes,
flores e bulbos. Entre esses compostos estdo os alcaloides, taninos, terpendides,
saponinas e compostos fendlicos, a natureza dessas substancias permite que a
planta resista a fitopatdgenos e insetos, além de demonstrar inibicdo ou inativacao
de bactérias (DAVIDSON; CRITZER; TAYLOR, 2013).

Estudos com o isolamento de compostos fendlicos estdo sendo realizados
para o desenvolvimento de novas drogas que possam inibir o crescimento de
patdgenos bacterianos e fungicos, além de eliminar os radicais livres que causam
problemas tanto no organismo como em alimentos (AKHTAR; IHSAN-UL-HAQ;
MIRZA, 2018). Bandeira Junior et al. (2019), verificaram que 6leos essenciais
provenientes de plantas foram eficientes frente a Aeromonas hydrophila isoladas
de peixes.

Segundo Bajpai et al. (2008) o mecanismo de acdo dos compostos fendlicos
derivados de plantas agem pela alteracdo da permeabilidade das células
microbianas, permitindo assim a perda de biomoléculas do interior das células (por
exemplo, ribose e glutamato de sédio), além disso esses compostos interferem na
funcionalidade da membrana celular (transporte de elétrons, absorcdo de
nutrientes, proteina, sintese de acidos nucléicos, e atividade enzimatica). Assim,
compostos fendlicos ativos podem ter varios alvos invasivos que podem levar a
inibicdo de bactérias.

Nos ultimos anos, a demanda pelo uso de antimicrobianos naturais tem
crescido e estudos tém investigado os efeitos antioxidantes e antimicrobianos da
aplicacao de extratos de prépolis em alimentos, incluindo sucos de frutas, vegetais,
ovos, carnes e peixes (THAMNOPOULOS et al., 2018).
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9. Proépolis verde

A palavra prépolis € derivada do grego “pro” que significa “em defesa de” e
polis, que significa “cidade”. A propolis € uma substancia resinosa coletada por
abelhas da espécie Apis mellifera de diversas partes das plantas como brotos e
botdes florais que € misturada com enzimas salivares, ceras e outros compostos
resultantes do metabolismo das abelhas (BURDOCK, 1998; SFORCIN, 2016). Esta
substancia é utilizada pela A. mellifera como barreira fisica para proteger a colméia
de invasores (FERREIRA; NEGRI, 2018).

No Brasil, pode ser encontrada uma variedade de prépolis, entre elas, a
propolis verde, vermelha e marrom (PARK; IKEGAKI; ALENCAR, 2000; SILVA-
CARVALHO; BALTAZAR; ALMEIDA-AGUIAR, 2015). Este fato esta relacionado a
diversidade vegetal em torno das colméias, a regido geogréafica de sua producéo e
ao periodo de coleta (SAWAYA; CUNHA; MARCUCCI, 2011; OLEGARIO et al.,
2019).

A Baccharis dracunculifolia é a principal fonte botanica visitada pelas abelhas
para producdo da propolis verde (Figura 2) (BARTH et al., 2013), resina que tem
sido muito estudada por apresentar também inimeras propriedades, entre elas,
anti-inflamatoria, antitumoral e antioxidante (SALAZAR et al., 2018).

Diversos estudos relataram que a propolis verde apresenta em sua
composicgao, principalmente, compostos fenilpropandides prenilados, como o acido
artepelin C (3,5-diprenil-4-hidroxicinamico), éster alilico do acido 3-prenilcinamico,
acido cafeico, acido cinamico, acido p-cumarico, acido ferulico terpendides, acidos
benzoicos, além dos flavonoides, como kaempferol (FERNANDES-SILVA et al.,
2013; SILVA et al., 2019; ELKHENANY; EL-BADRI; DHAR, 2019). Segundo Park
et al. (2004) diversas propriedades biolodgicas da prépolis verde sao atribuidas a

estes compostos.
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Figura 2. Apis mellifera coletando resinas de Baccharis dracunculifolia para

producéo de propolis verde no Brasil.

Fonte: (TORETI et al., 2013).

Estudos tém sido realizados para investigar a composicao fitoquimica e as
atividades biologicas da propolis verde brasileira e os resultados vem reportando
muitas propriedades benéficas, incluindo atividade antimicrobiana e anestésica,
além da auséncia de toxicidade (COSTA et al.,, 2018, MONROQY et al., 2017).
Aguiar, Lima e Athayde (2015) verificaram que o extrato de prépolis verde inibiu de
maneira significativa os isolados clinicos de S. aureus resistentes a meticilina.
Enquanto na pesquisa realizada por Peter et al. (2017), foi demostrado a eficacia
da atividade antiviral do extrato de prépolis verde frente ao Herpes virus bovino tipo
(BoHV-1).

A atividade do extrato de propolis verde frente a radicais livres também tem
sido relatada, Andrade et al. (2017), verificaram alta atividade antioxidante do
extrato de propolis verde proveniente de Alagoas, Brasil, por meio dos resultados
obtidos pelos ensaios DPPH (2,2- difenil-1-picril-hidrazil), ABTS (2,2’-azino-bis-3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico)., FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) e
ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity). Além disso, os pesquisadores
também relataram a presenca de artepelin C, kaempferol e acidos fendlicos, como
p-cumarico e o cafeico nos extratos analisados.

O crescente interesse em produtos naturais pela industria alimenticia levou ao
uso da propolis em diferentes produtos para o consumo humano, como bebidas e
alimentos (FREITAS et al., 2019). A adicao do extrato de propolis em produtos
alimenticios tem garantido a estabilidade microbiana e qualidade dos alimentos
durante o armazenamento (POBIEGA; KRASNIEWSKA; GNIEWOSZ, 2019).
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Na pesquisa de Viera et al. (2016) foi adicionado extrato de propolis em
linguica toscana armazenada sob refrigeracdo a 4 °C por 56 dias. Os resultados
mostraram que a vida uatil do produto foi prolongada com as contagens
microbioldgicas abaixo dos limites estabelecidos pela legislacdo brasileira.

Vargas-Sanchez et al. (2014) ao avaliarem a eficacia do extrato da prépolis
em hamburgueres durante o armazenamento refrigerado verificaram reducédo na
oxidac&o lipidica e no crescimento microbiano das amostras refrigeradas por 8 dias,
indicando grande potencial desse extrato como antioxidante e antimicrobiano
natural para estender a vida util de produtos carneos.

Payandan et al. (2017) avaliaram os efeitos de diferentes concentracdes de
extratos etandlicos da propolis iraniana nos parametros microbiologicos e
sensoriais da carne de Cyprinus carpio picada e armazenada a 4°C por 9 dias e
verificaram que o revestimento com o extrato da prépolis foi eficiente na reducao
das bactérias psicrotréficas e S. aureus.

Nesse contexto, pode-se dizer que a utilizacdo de extratos de prépolis na
conservacdo de alimentos € importante, pois vem se mostrando eficaz na
manutenc¢do da vida util do produto alimenticio por um periodo maior. Sendo assim,
esse estudo busca verificar a atividade antibacteriana e antioxidante do extrato de
propolis e investigar a eficiéncia do revestimento de alginato de sodio incorporado
com prépolis verde sobre a qualidade fisico-quimica, microbiolégica e aceitacédo
sensorial de filés de tambaqui (Colossoma macropomum) armazenados sob

refrigeracao.
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Destaques

e Foi verificado a atividade antimicrobiana e antioxidante da propolis verde.

e Niveis baixos de TBA e N-BVT foram observados nos filés revestidos.

e Os filés revestidos apresentaram maior retencdo de umidade.

¢ O revestimento aumentou a qualidade microbioldgica e fisico-quimica dos filés.

e Os filés de tambaqui revestidos foram aceitos sensorialmente.
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Resumo

Esse estudo investigou a atividade antioxidante e antibacteriana do extrato de prépolis e
verificou a eficiéncia do revestimento de alginato de sodio incorporado com prépolis
verde sobre a qualidade fisico-quimica, microbioldgica e aceitagdo sensorial de filés de
tambaqui (Colossoma macropomum) armazenados sob refrigeracdo. Inicialmente foi
verificada a atividade antioxidante e antimicrobiana do extrato da propolis verde (EPV).
Para o revestimento, os filés foram revestidos por imersdo em solucdo de alginato de
sodio (AS) + EPV a 25 mg mL?, e armazenados a 4 °C. Os atributos microbioldgicos
(contagem viavel total e coliformes a 45°C), e fisico-quimicos (pH, bases volateis totais
- N-BVT e oxidacéo lipidica) foram avaliados durante 30 dias. Também foi realizado
teste de aceitacdo sensorial do produto. O EPV apresentou atividade antioxidante, com a
presenca de fenois, flavonoides, taninos, esteroide, saponina e alcaloide, e atividade
antimicrobiana frente as bactérias Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus e Listeria monocytogenes. O revestimento com a propolis inibiu
a presenca de coliformes a 45 °C e reduziu a carga microbiana de psicrotréficos em quatro
ciclos logaritmicos quando comparado ao grupo controle (11,37 log UFC g1) ao 15° dia
de armazenamento, além de ter aumentado a vida util desses filés em aproximadamente
11 dias, pois o grupo controle atinge o limite toleravel para psicrotréficos com 4 dias de
armazenamento. O revestimento aumentou a vida util dos filés de tambaqui em 9 dias em
relacdo aos valores de pH, e 7 dias para com relacdo aos valores de N-BVT e TBARS
quando comparados ao grupo controle, e manteve maior retencéo de umidade por 30 dias
de armazenamento. Os filés de tambaqui revestidos com alginato de sodio e propolis
foram bem aceitos sensorialmente (67%) com intencdo de compra de 69%. De acordo
com os resultados, o revestimento edivel aumenta a vida Util de filés de tambaqui e
mantém eficazmente a qualidade desses filés sob refrigeragdo por um periodo entre 7 a

11 dias de armazenamento.

Palavras-chave: atividade antimicrobiana; antioxidante; peixe amazonico; vida util.

Abstract

This study investigated the antioxidant and antibacterial activity of propolis extract and
verified the efficiency of sodium alginate coating incorporated with green propolis on the
physicochemical, microbiological quality and sensory acceptance of tambaqui
(Colossoma macropomum) fillets stored under refrigeration. Initially, the antioxidant and
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antimicrobial activity of green propolis extract (EPV) was verified. For coating, the fillets
were coated by immersion in sodium alginate (AS) + 25mg mL-1 EPV solution. and
stored at 4 °C. Microbiological (total viable count, coliforms at 45°C), physical and
chemical (pH, total volatile bases - N-BVT and lipid oxidation) attributes were evaluated
for 30 days. A sensory acceptance test of the product was also performed. EPV showed
antioxidant activity, with the presence of phenols, flavonoids, tannins, steroids, saponin
and alkaloids and activity antimicrobial against bacteria Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus and Listeria monocytogenes. Propolis coating totally
inhibited the presence of coliforms at 45 °© C and reduced the microbial load of
psychrotrophs in four logarithmic cycles when compared to the control group (11.37 log
UFC g-1) on the 15th day of storage, and increased the shelf life of these fillets by
approximately 11 days because the control group reaches the tolerable limit for
psychrotrophs with 4 days of storage. The coating increased the shelf life of tambaqui
fillets by 9 days from pH values and 7 days from N-BVT and TBARS values throughout
storage when compared to the control group and maintained higher moisture retention for
30 days of storage. Tambaqui fillets coated with sodium alginate and propolis were well
accepted sensory (67%) with purchase intent of 69%. According to the results, the edible
coating increases the shelf life of tambaqui fillets and effectively maintains the quality of
these fillets under refrigeration for a period of 7 to 11 days of storage.

Keywords: antimicrobial activity; antioxidant; amazon fish; shelf life.

1. Introducéo

Entre os peixes produzidos em grande escala no Brasil, o tambaqui (Colossoma
macropomum) se destaca por ser a principal espécie nativa produzida. Em 2019 foi
responsavel por 39,8% da producdo de peixes (SEAFOODBRASIL, 2019). O tambaqui
é um peixe de clima tropical que apresenta elevado indice proteico e carne saborosa,
oriundo das bacias dos rios Orinoco e Amazonas, cultivado em praticamente todos 0s
estados da federacdo, € o principal peixe da regido Amazonica (Fernandes, Doria, &
Menezes, 2018, Lima, Noleto, Santos, Luiz, & Kirschnik, 2018).

No Brasil, o consumo de peixes nos altimos anos tem aumentado devido a
conscientizacao dos consumidores quanto aos beneficios nutricionais do pescado e o fato
de ser uma carne mais saudavel quando comparada a outras fontes de proteina de origem
animal (Jasour, Ehsani, Mehryar, & Naghibi, 2015; PEIXEBR, 2018). No entanto, a
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composicdo quimica do peixe torna esse alimento favoravel ao rapido crescimento e
propagacdo de microrganismos que provocam alteracdes nas caracteristicas sensoriais
com consequente deterioracdo (Wu; Pu, & Sun, 2019). A deterioracdo ndo s6 causa perdas
econdmicas consideraveis, mas também induz riscos potenciais a salde dos consumidores
(Hui, Wei, Hailin, Jian, & Yuanyuan, 2016).

Para preservar os alimentos a inddstria faz uso de varias tecnologias, como o
congelamento, tratamento térmico, alta pressado, desidratacdo osmotica, irradiacdo, dentre
outros. Apesar de eficientes, algumas dessas técnicas podem causar efeitos negativos
sobre as caracteristicas sensoriais dos alimentos, ou ser muito onerosas (Aubourg, 2016,
Torres, Rodrigo & Martinez, 2016, Oliveira, Neto, Santos, Ferreira, & Rosenthai, 2017,
Qiu, Zhang, Tang, Adhikari, & Cao, 2019, Tsironi & Taoukis, 2019). Conservantes como
os sais (nitrito de potassio e nitrito de so6dio) e antioxidantes sintéticos, como
hidroxitolueno butilado - BHT e hidroxianisol butilado - BHA também tem sido muito
empregado como conservantes quimicos em alimentos, no entanto, sdo relacionados a
efeitos toxicos e carcinogénicos em seres humanos (Leéo et al., 2017). Estes fatores tém
contribuido para o desenvolvimento de pesquisas buscando métodos mais seguros e
ecologicamente corretos para prolongar a vida Gtil dos alimentos.

Uma alternativa tem sido a aplicacdo de revestimentos ediveis usando compostos
bioativos naturais com propriedades antimicrobianas e antioxidantes (Dehghani, Hosseini
& Regenstein, 2018). Os Polifendis de varias fontes naturais presente em plantas, pele de
maca, propolis, entre outros, foram relatados em revestimentos por apresentarem efeitos
bioldgicos benéficos, entre eles atividade antimicrobiana (Mascheroni, Guillard, Nalin,
Mora, & Piergiovanni, 2010, Matta, Tavera-Quiroz, & Bertola, 2019).

A riqueza de compostos bioativos presentes na prépolis tem estimulado sua
aplicacdo em alimentos (Pobiega, Krasniewska, & Gniewosz, 2018). No Brasil, existe
uma variedade de tipos propolis, entre 0s quais se destaca a prépolis verde, substancia
resinosa de composicdo complexa elaborada pelas abelhas Apis melifera de um arbusto
nativo, Baccharis dracunculifolia (Machado et al., 2016, Costa et al., 2018). Dentre os
principais compostos dessa propolis, estdo o acido caféico, acido p-cumarico, &cido
ferdlico, kaempferol e artepelin C (Szliszka et al., 2013).

Na literatura, diversas pesquisas relatam a utilizacdo de extratos de propolis em
revestimentos de diversos alimentos (Rollini, Mascheroni, Capretti, Coma & Musatti,
2017, Shavisi, Khanjari, Basti, Misaghi, & Shahbazi, 2017, Suarez Mahecha, Jiménez
Toquica, & Diaz Moreno, 2014). No entanto, ainda ndo ha relatos da aplicacdo de
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revestimento edivel usando prépolis verde em filés de peixes gordos, como o tambaqui.
Esta pesquisa teve como objetivo verificar a atividade antioxidante e antibacteriana do
extrato de propolis verde e avaliar a eficiéncia do revestimento de alginato de sodio
incorporado com prépolis verde sobre a qualidade fisico-quimica, microbioldgica e
aceitacdo sensorial de filés de tambaqui (Colossoma macropomum) armazenados sob

refrigeracéo.

2. Material e métodos
2.1. Obtencéo do extrato

O extrato de propolis verde - EPV a 20% foi adquirido comercialmente de um
entreposto certificado por meio da revendedora Abmel em Cruz das Almas-BA. O extrato
foi produzido no municipio de Goidnia (16° 40° 48”* S 49° 15’ 18 W), Gaias.

2.2. Triagem quimica do extrato

Foi realizada de acordo com a metodologia proposta por Arun, Bhobe e Sattarkar
(2013) para verificar a presenga ou auséncia de compostos bioativos no extrato, como
alcaloides, flavonoides, triterpenoides e esteroides, taninos e saponinas.

2.3. Determinacdo do teor de fenois e flavonoides totais

Para quantificar o teor de fenais, aliquotas de 100 uL do extrato foram diluidos para
25 mL de metanol. Desta solugdo, uma aliquota de 100 pL foi agitada com 500 pL do
reagente de Folin-Ciocalteu e 6 mL de dgua destilada por 1 min. Posteriormente 2 mL de
Na>,COs a 20% foram adicionados a mistura que foi agitada por 1 minuto. Apos 2 h, a
absorbancia das amostras foi lida a 750 nm. A curva de calibragdo foi construida
relacionando diferentes concentracBes de &cido galico (10 — 60 pg/mL) com suas
respectivas absorbancias com base na equacao de calibracdo: y = 0,0109x + 0,0143 (R2
= 0,9945). Os resultados foram expressos em mg de EAG (equivalentes de acido galico)
por grama do extrato (Singleton, Orthofer, & Lamuela-Raventds, 1999).

Para determinar o teor total de flavonoides, uma aliquota de 50 uL do EPV foi
homogeneizado com uma solugdo metandlica de cloreto de aluminio (20 mg mL™) e
armazenada no escuro por 30 min. Apds esse periodo, a solucdo foi lida a 415 nm. A
curva de calibracdo foi construida relacionando diferentes concentracdes de rutina (0 —

100 pg/mL) com suas respectivas absorbancias com base na equacédo de calibracdo: y =
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14,025x + 0,0722 (R2 = 0,9999). Os resultados foram expressos em mg de rutina por
grama de extrato (Meda, Lamien, Romito, Millogo, & Nacoulma, 2005)
2.4. Ensaio de sequestro de radicais DPPH e ABTS*

A capacidade antioxidante foi determinada pelo método de varredura do radical
DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) e ABTS (2,2’-azino-bis-3-etilbenzotiazolina-6-acido
sulfénico). Para o radical DPPH o extrato foi diluido nas concentragfes 300; 1000; 2000;
4000; 6000 mg L%, e uma aliquota de 0,3 mL de cada dilui¢do foi homogeneizado em 2,7
mL do radical DPPH. A solucéo foi colocada no escuro em repouso durante 30 min e lida
a 515 nm. A curva de calibracdo foi construida com diferentes concentracGes do radical
2,2-difenil-1-picril-hidrazil (0 — 60 pug/mL) com suas respectivas absorbancias com base
na equacao de calibracéo: y = 0,0135x + 0,0022
(R2 =0,9991). Os resultados foram expressos em ECso (mg mL™Y) (Rufino et al., 2007a).

Para o radical ABTS aliquotas de 30 pL do EPV diluidos nas concentragdes 200;
500; 800; 2000; 3000 mg L foram homogeneizadas em 3 mL do radical ABTS
padronizada em 0,7 nm. A mistura foi armazenada no escuro por 6 minutos e lida em
espectrofotdbmetro (Tecnal - UV 5100) a 734 nm. A curva de calibragdo foi construida
com diferentes concentragdes do padrdo trolox (100 — 2000 pg/mL) com suas respectivas
absorbancias com base na equacdo de calibragdo: y = -0,0003x + 0,6582
(R2 = 0,9901). Os resultados foram expressos em pmol de trolox por grama de extrato
(Rufino et al., 2007b).

2.5. Atividade antibacteriana do extrato de propolis verde

Foram utilizadas as cepas padrdes Gram negativas Escherichia coli ATCC25922 e
Pseudomonas aeruginosa ATCC25923 e Gram positivas Staphylococcus aureus
ATCC43300 e Listeria monocytogenes CERELA, pertencentes ao acervo do Laboratorio
de Microbiologia Ambiental e de Alimentos (LABMAA) no Nucleo de Estudos em Pesca
e Aquicultura - NEPA da Universidade Federal do Recdncavo da Bahia.

Para verificar a eficacia do EPV foi realizado o teste de microdiluicdo em placa
seguindo a metodologia proposta pelo Clinical and Laboratory Standards Institute
[CLSI] (2016). A determinacdo da concentragdo inibitoria minima (CIM) consistiu na
distribuicdo de 100 pL de Caldo Muller-Hinton em pogos da placa de Elisa.
Posteriormente, adicionou-se 100 pL do extrato de EPV no primeiro poco e, apds
homogeneizacao, foi transferido para o segundo e assim sucessivamente. Por fim, obteve-

se concentragdes de 100 a 0,18 mg mL™. O indculo foi padronizado a 0,5 da Escala Mac
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Farland (1x10® UFC mL™) em espectrofotdmetro (Spectrum SP1105) a 625 nm. Em
seguida foi realizado a diluicdo da suspensao bacteriana 1:10 em solugéo salina a 0,85%,
obtendo o indculo (1x107 UFC mL™). Posteriormente, foi inoculado 10 pl (1x10° UFC
mL™) em cada pogo. As microplacas foram incubadas a 35 °C por 24 h. A CIM foi
definida como a menor concentracdo do extrato capaz de causar inibicdo do crescimento
microbiano.

Para a determinacdo da Concentracdo Bactericida Minima (CBM) foram retirados
10 pL das trés ultimas concentragdes do extrato onde ndo houve crescimento bacteriano
visivel e semeados em placas de Petri contendo 4gar Mueller-Hinton com incubacéo a
35°C por 24h. A CBM foi definida como a menor concentracdo do extrato capaz de causar
a morte das células (CLSI, 2016).

2.6. Preparacéo da solucéo de revestimento

Para a solucéo de revestimento foi utilizada a metodologia proposta por Nisar et al.
(2019) com adaptacdes. A dispersdo do revestimento foi preparada com a solubilizacéo de
alginato de sddio (AS) a 1% em 300 mL de &gua destilada estéril a temperatura ambiente
(25°C), e adicdo de glicerina a 1% em relacdo ao volume total como plastificante sob
agitacdo constante (750 rpm) durante 2 h. O EPV foi adicionado na concentracao final de
25mg mLL,

2.7. Preparagéo e revestimento dos files de tambaquis

Tambaquis pesando entre 6-8 Kg (2 Peixes) foram filetados em condicGes
higiénicas sanitarias e os filés distribuidos em dois grupos com trés repeticdes (15 filés
de 80g por grupo) grupo controle -C (filés ndo revestidos) e grupo T1 (filés revestidos
com AS a 1%+ EPV a 25 mg mL™). Os filés foram revestidos por imersdo em disperséo
na solucgéo de revestimento por 60 segundos, drenados por 2 minutos, novamente imersos
na solucdo de revestimento por 30 segundos, e drenados em telas de naylon em fluxo
estéril por 4 a 6 horas de modo a formar o revestimento (Nisar et al., 2019). As amostras
foram armazenadas em bandejas de polietileno, cobertas com filme PVC e mantidas a 4
°C para a avaliacdo de qualidade durante 30 dias. Analises microbioldgicas e fisico-

quimicas foram realizadas em intervalos de 5 dias.
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2.8. Analises microbioldgicas

Foi realizada a contagem padrdo em placas de aerobios psicrotroficos cultivaveis e
coliformes a 45°C de acordo com as metodologias propostas no Bacteriological
Analytical Manual (BAM) descritas por Silva et al. (2010).

2.9. Analises fisico-quimicas
2.9.1. pH e umidade
O pH e a umidade foram determinados segundo o Manual Métodos fisico quimicos

para a analise de alimentos do Instituto Adolf Lutz (lal, 2008).

2.9.2. Bases volateis totais (N-BVT)

10 g das amostras foram transferidas para um bal&o de destilacdo de Kjeldahl com
300 mL de agua, adicionado 2 gramas de 6xido de magnésio e trés gotas de silicone
antiespumante. O baléo foi ligado ao conjunto de destilacdo e mergulhado a extremidade
afunilada do condensador em 15 mL de &cido sulfurico 0,05 M contido em frasco
Erlenmeyer de 250 mL. Adicionou-se trés gotas do indicador vermelho de metila, a
solucdo foi aquecida até ebulicdo e destilada por 25 minutos. Titulou-se o excesso de
acido sulfurico 0,05 M com solucdo de hidroxido de sodio 0,1 M até viragem do indicador
da cor vermelha para amarela. O resultado foi expresso em mg de nitrogénio por 100 g
de carne (lal, 2008).

2.9.3. Substancias Reativas ao Acido Tiobarbiturico (TBARS)

Seguiu-se a metodologia proposta por Vyncke (1970), a oxidacdo de lipidios das
amostras foi realizada por meio da reacao ao acido tiobarbiturico (TBARS). No primeiro
momento, foi homogeneizado 10 g das amostras em uma solucéo de &cido tricloroacético
(TCA) a 7,5% e filtrada em papel de filtro qualitativo. Foram medidos 5 mL do filtrado,
em triplicata, e adicionado 5 mL de acido tiobarbitdrico a 0,02 M. A mistura foi aquecida
em banho fervente a 100°C durante 40 min. para o desenvolvimento de uma coloracdo
cor-de-rosa e depois resfriada em gelo. A leitura foi realizada por absorbancia a 532 nm.
As substancias reativas ao TBARS foram expressas em miligramas de malonaldeido
(MDA) eq/ kg da amostra.
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2.10. Andlise sensorial

A equipe de provadores foi composta por homens e mulheres maiores de idade nao
treinados, em fungdo do habito de consumo de peixe e interesse e disponibilidade em
participar do teste sensorial, totalizando 66 provadores. Antes da analise, o presente
estudo obteve autorizacdo do comité de ética (3.137.167), e entdo, os provadores
assinaram o Termo de Consentimento Livre Esclarecido (TCLE), elaborado conforme
resolugdo CNS/MS N° 196/96.

Para avaliagdo da aceitagdo dos filés revestidos, estes foram levemente salgados e
grelhados para serem servidos aos provadores. Utilizou-se a escala estruturada mista com
intensidade de 1 a 9 para cada atributo: sabor, aroma, cor, textura e aspecto (aparéncia
visual). Também se aplicou o teste de preferéncia com a escala estrutura de nove pontos,
variando de 1 “gostei extremamente” a 9 “desgostei extremamente” e os testes de
aceitacdo e intencdo de compra, ambos com a escala de sete pontos variando de 7

“comeria frequentemente”, “compraria sempre” a 1 “ndo comeria”, “nunca compraria”,

respectivamente (Minim, 2006).

2.11. Analises estatisticas

Os teores de fendis e flavonoides e atividade antioxidante (DPPH e ABTS) foram
submetidos a analise descritiva. Para as analises microbioldgicas e os parametros fisicos
quimicos foi realizado anélise de correlacdo e regressdo linear e para avaliar a relacdo
entre os coeficientes de regresséo realizou-se o teste t de student. Para os dados das
caracteristicas sensoriais foi utilizado andlise de frequéncia, proporcdo e analise de
componentes principais. Os dados foram processados no software SPSS- Statistics for
Windows, versao 25.0 (IBM CORP, 2017).

3. Resultados e discussao
3.1- Atividade antioxidante do extrato de prépolis verde

Na triagem quimica (Tabela 1) é possivel observar que algumas das principais
classes de metabdlitos estdo presentes no extrato de prépolis verde, com excecdo do
triterpenoide. A combinacéo das diferentes substancias naturais que compdem a prépolis

é essencial para sua atividade bioldgica (Fischer, Hubner, Vargas & Vidor 2008).
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Tabela 1. Resultados da triagem quimica do extrato de propolis verde.

Extrato Metabdlitos secundarios

Flavonoide Tanino Esteroide Triterpenoide Saponina Alcaloide

Propolis + + + - + +

verde

+ presenca, - auséncia

Entre os metabolitos presentes (Tabela 1), os alcaloides se destacam, pois possuem
uma ampla gama de atividades bioldgicas, entre elas, a atividade antioxidante (Tian et al.,
2018). Os taninos também apresentam relevancia, de acordo com Amarowicz e Janiak
(2019), os taninos presentes em alimentos e vegetais contribuem para o potencial
antioxidante dos produtos alimenticios.

Contudo, a acdo conjunta dos metabolitos contribui para uma atuacdo mais eficaz
do extrato, Aradjo et al. (2016), ao pesquisarem o perfil quimico de extrato hidroalcodlico
da propolis afirmam que a acdo antioxidante da propolis pode ser atribuida ag&o sinérgica
de fenois, flavonoides, taninos, esteroides e saponinas, encontrados no extrato.

A quantificacdo de flavonoides, fenois totais e da atividade antioxidante por meio
dos métodos DPPH e ABTS no EPV é apresentada na Tabela 2. Os compostos fendlicos,
do qual os &cidos fendlicos e flavonoides fazem parte sdo potenciais conservantes naturais
de alimentos devido as suas propriedades antioxidantes e antibacterianas (Mark, Lyu,
Lee, Parra-Saldivar, & Chen, 2019). Esses compostos podem atuar por efeito sinérgico
sobre a atividade antimicrobiana, além de agir como doadoras de elétrons, protegendo as

células contra espécies reativas de oxigénio (Casagrande et al., 2018).

Tabela 2. Teor de flavonoides e fendis e atividade antioxidante do extrato de propolis

Extrato Fendis Flavonoides DPPH ABTS
(mg de EAG/g) (mg de rutina/g) EC50 (mg mL?) (umol de trolox/g)
Propolis verde 39,40 + 0,19 7,29+ 0,11 4,30+0,11 24,05+ 0,04

EAG - equivalentes de &cido galico

Andrade et al. (2017), relataram valor de 90,55 + 1,52 mg EAG por grama de
extrato para fenois totais e 59,45 + 0,82 mg equivalentes de quercetina por grama de

extrato para flavonoides em amostras de propolis verde, resultados estes mais elevados
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dos que os encontrados na presente pesquisa (Tabela 2). No entanto, pode-se inferir com
base na literatura (Salgueiro & Castro 2016), que a capacidade antioxidante da propolis
ndo esté associada a concentracdo de compostos fenolicos encontrados e sim a natureza
quimica das substancias fendlicas presentes no extrato. Em outros estudos (Nina et al.
2016, Socha, Gatkowska, Bugaj, & Juszczak, 2015), os pesquisadores verificaram que o
extrato de propolis apresentou atividade antioxidante em decorréncia da presenca de
compostos fendlicos. Assim, pode-se inferir que a presenca destes no extrato de EPV
explica a atividade antioxidante encontrada pelos ensaios DPPH e ABTS (Tabela 3).

Pesquisas realizadas por Salgueiro e Castro (2016), Nunes et al. (2012) e Andrade
etal. (2017), também encontraram atividade antioxidante em amostras de extratos de EPV
pelos métodos DPPH e/ou ABTS, porém, os resultados desses pesquisadores diferem dos
encontrados no presente estudo. Essas diferencas estdo relacionadas a composicdo
fenolica de cada extrato, que varia de acordo com alguns fatores, entre eles, regido
geografica em que a prépolis foi produzida, condi¢cbes climéticas e o tempo de coleta
(Sawaya, Cunha, Marcucci, 2011, Machado et al., 2016). Além disso, vale destacar que
o solvente utilizado na produgdo dos extratos também influencia na composicao fenolica,
uma vez que, diferentes solventes utilizados na extracdo podem extrair ou nao
determinado composto, podendo afetar seu potencial como antioxidante (Miguel, Nunes,
Dandlen, Cavaco, & Antunes, 2014, Sun, Wu, Wang, & Zhang 2015).

A relagdo entre os compostos fendlicos e a atividade antioxidante foi verificada
através dos coeficientes de correlagdo de Pearson (r), o qual mostrou uma correlacéo
moderada entre os fendis e os métodos DPPH (0,4885) e ABTS (0,4544), sugerindo uma
boa relacdo do constituinte com o poder redutor do extrato. O resultado aqui apresentado
corrobora com os dados de correlagdes entre os compostos fendlicos totais e a atividade
antioxidante em amostras de prépolis verde, apresentada por Bittencourt et al. (2015).

Com relacdo aos métodos DPPH e ABTS, a correlacdo apresentada foi considerada
forte e positiva (0,7924), indicando que os dois métodos obtiveram respostas semelhantes
e, portanto, podem ser utilizados para avaliar a capacidade antioxidante de extratos. Os
resultados da correlacdo de Pearson, mostram ainda, estatisticamente, que os flavonoides
ndo estdo diretamente relacionados com a atividade antioxidante, uma vez que o
coeficiente de correlacdo de Pearson ndo foi significante para essa classe de substancias
pelos ensaios DPPH (-0,1834) e ABTS (0,1451).
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3.2. Atividade antibacteriana do extrato de propolis

A atividade antibacteriana do extrato hidroalcoolico de propolis verde- EPV foi
efetivo no controle do crescimento das bactérias testadas, com maior atividade
antibacteriana para as bactérias Gram positivas do que as bactérias Gram negativas
(Tabela 3). Esse fato pode estar relacionado a composicéo e as diferencas estruturais da
parede celular das bactérias, uma vez que as bactérias Gram negativas possuem uma
membrana externa de lipopolissacarideos, impermeével a varias moléculas com acéo
antibacteriana, como os compostos fendélicos (Silva, Rodrigues, Feas, & Estevinho, 2012,
Andrade et al., 2012).

A maior atividade do EPV foi observada sobre a bactéria L. monocytogenes, uma
vez, que a concentracdo bactericida para essa bactéria foi menor (Tabela 3), isso € um
fator positivo, por essa bactéria ser um microrganismo oportunista, associada comumente
a infeccGes como listeriose e meningite, as quais podem ser potencialmente fatais em

individuos imunocomprometidos e idosos (Amajoud et al., 2018).

Tabela 3. Atividade antimicrobiana do extrato de prdpolis verde frente a bactérias

Gram positivas e Gram negativas.

Extrato de Propolis verde

Bactérias
CIM (mg mL™?) CBM (mg mL™?)
S.aureus 0,7 6,2
L. monocytogenes 0,18 0,37
P. aeruginosa 6,2 50
E. coli 12,5 50

CIM- Concentragdo minima inibitéria. CBM- Concentra¢do minima bactericida

A concentracdo inibitdria e bactericida variou entre as bactérias, provavelmente
porque o extrato pode apresentar mecanismo de acdo diferente para cada microrganismo.
Segundo Takaisi-Kikuni e Schilcher (1994), dentre os diferentes mecanismos de acdo, a
propolis pode inibir o crescimento microbiano por impedir a divisdo celular, causar
defeitos na parede celular, desorganizar o citoplasma, além de inibir a sintese proteica.

A atividade antimicrobiana do EPV ¢ decorrente principalmente da presenca de
compostos fendlicos, como o acido-p-cumarico, artepelin C e bacarina (Sousa, Furtado,
Jorge, Soares, & Bastos, 2007, Costa et al., 2018). Viega et al. (2017) analisando a
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atividade antibacteriana de EPV frente a cepas de S. aureus relataram valores de CIM
variando de 0,07 a 0,39 mg mL™. Segundo os autores a eficacia da propolis pode ser
relacionada ao conteddo de artepelin C em sinergismo com outros constituintes

encontrados no extrato.

3.3. Avaliagdo dos filés de tambaqui revestidos com alginato de sodio e extrato de
prépolis verde
3.3.1. Avaliagdo microbioldgica

A contagem de aerobios psicrotréficos nos filés de tambaqui no grupo controle (C)
e grupo revestidos com AS+EPV (T1) s@o apresentados na Fig 1. O grupo T1 apresentou
contagens de psicrotréficos mais baixas que o grupo C ao longo do periodo de
armazenamento, demonstrando uma reducéo significativa (t= 2,26* GL=34; p < 0,05) na
contagem microbiana dos filés tratados com AS+EPV em relacdo aos filés ndo tratados.

Para avaliar o crescimento de psicrotroficos foi utilizado o limite estabelecido pela
International Comission Microbiological Specications for Foods que € de 7,0 log UFC ¢
1 (ICMSF, 1988). Foi possivel verificar através da Fig 1, que os filés revestidos com
AS+EPV (T1) alcancaram este valor apenas com aproximadamente 15 dias de
armazenamento, enquanto que os filés do grupo C atingiram esse limite ao 4° dia de
armazenamento, ou seja, o0 revestimento com AS+EPV aumentou a vida Util dos filés em
aproximadamente 11 dias e reduziu a carga microbiana em 4 ciclos logaritmicos quando
se compara a contagem microbiana entre o grupo T1 e o grupo controle C- (log 11,370

UFC g?) ao 15° de armazenamento (Fig 1).
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Fig 1. Contagem de bactérias psicrotroficas em filés de tambaqui sem revestimento (C) e

revestidos com AS+EPV (T1) durante 30 dias de armazenamento a 4°C.

Para os coliformes a 45°C, os filés do grupo C apresentaram contagens que
variaram de 2,01 a 2,67 log UFC g%, enquanto os filés do grupo T1 apresentaram reducgdo
de 100% da carga microbiana. Resultados semelhantes foram encontrados por Jafari,
Kargozari, Ranjbar, Rostami e Hamedi (2017), ao relatarem reducdo na contagem de
coliformes e psicrotréficos em filés de frango refrigerados usando extrato de prépolis e
quitosana.

Os resultados “in vivo” demonstram o potencial antimicrobiano do revestimento de
AS e EPV na conservacdo de alimentos, principalmente com relagdo a propolis, pois 0s
constituintes presentes no extrato de prdpolis podem aumentar a permeabilidade da
membrana e inibir a motilidade bacteriana (Sforcin, 2016).

3.3.2.pH

Os valores de pH nos filés de tambaqui sem revestimento (C) apresentaram pH
méaximo de 8,52, enquanto nos filés revestidos (T1) o pH foi de 7,97 com 30 dias de
armazenamento (p < 0,01) (Fig 2). De acordo com o Regulamento Técnico que fixa a
identidade e as caracteristicas de qualidade que o peixe deve apresentar, os valores de pH
devem ser inferior ou igual a 7,0 (Brasil, 2017), sendo assim, o grupo revestido com
AS+EPV (T1) apresentou boa qualidade, pois foi eficiente para manter os filés por
aproximadamente 19 dias de armazenamento, uma vez, que a faixa de pH néo excedeu
7,0, enquanto para o grupo C, os valores de pH atingem o limite toleravel com
aproximadamente 10 dias de armazenamento (Fig 2). Isto é, o grupo T1 apresentou um
aumento de 9 dias na vida util desses filés.
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Fig 2. Valores de pH em filés de tambaqui sem revestimento (C) e revestidos com AS+
EPV (T1) durante 30 dias de armazenamento a 4°C.

O aumento do pH ao longo do tempo (Fig 2) estar associado com a liberacdo de
metabdlitos de proteinas, como amoénia e trimetilamina causados pela atividade de
bactérias deteriorantes. Com 15 dias de armazenamento, os valores de pH do grupo C
atingiram 7,37, periodo em que a carga microbiana se encontrava em 11,37 log UFC g.
No grupo T1, o revestimento, ao inibir a carga microbiana, também reduziu a atividade
das proteases enddgenas (Aradjo, Soares, & Gois, 2010). Valores que corroboram que
estes dados foram citados por Duman e Ozpolat (2015), ao observarem que filés de tilapia
tratados com extrato de préopolis apresentaram valores mais baixos de pH quando

comparados ao controle.

3.3.3. Umidade

O controle da transferéncia de umidade assegura a estabilidade e a seguranca do
produto durante a distribuicdo e o armazenamento (Aloui, Khwaldia, Slama, & Hamdi,
2011). Na Fig 3, é possivel observar que os filés revestidos (T1) obtiveram maior retencédo
de umidade ao longo dos 30 dias quando comparado ao grupo controle (C).

O maior percentual na perda de umidade em amostras néo revestidas ocorre devido
a desnaturacao da miosina que reduz a capacidade de hidratacdo das fibras dessa proteina.
Uma vez que as miofibrilas constituem uma porc¢éo significativa dos musculos dos peixes,

tais fendmenos levam a perda de agua. Outro fator relacionado a perda de umidade na
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carne de peixe ndo revestida é o processo de drip que aumenta 0s processos oxidativos e

hidroliticos causados por microrganismos (Mohan, Ravishankar, Lalitha, & Gopal, 2012).
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Fig 3. Percentual de umidade em filés de tambaqui sem revestimento (C) e revestidos por
AS+EPV (T1) e durante 30 dias de armazenamento a 4°C.

O revestimento com AS e EPV nos filés de tambaqui atuou efetivamente como
barreira a saida de vapor de agua durante todo o periodo de armazenamento, enquanto
controle apresentou maior perda de umidade. A menor perda de agua das amostras
tratadas com o revestimento incorporado com EPV pode ser atribuido a natureza
hidrofébica dos compostos presentes na propolis que atuam como uma barreira fisica,
limitando a passagem de moléculas liquidas através da superficie do revestimento (Cunha
et al., 2017). Por outro lado, o alginato € um derivado de algas marinhas amplamente

utilizado em revestimentos por ser eficaz na reducdo da perda de 4gua em alimentos.

3.3.4. Bases volateis totais (N-BVT)

Os valores de N-BVT ao longo do armazenamento sdo apresentados na Fig 4. Com
base no Regulamento Técnico de ldentidade e Qualidade de Peixe Fresco (Inteiro e
Eviscerado) do Ministério da agricultura e do abastecimento, o limite aceitavel para N-
BVT é de 30 mg de Nitrogénio por 100 g de pescado (Brasil, 1997). Com base nesse
limite, é possivel verificar no grupo C, a N-BVT atinge o limite maximo com
aproximadamente 12 dias, enquanto que no grupo T1 o revestimento consegue manter os

filés dentro do limite considerado aceitavel por aproximadamente 19 dias, demonstrado
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um aumento de 7 dias na vida util dos filés de tambaqui. Nos filés do grupo T1 o valor de
N-BVT com 15 dias foi de 13,98 mg 100g, ou seja, praticamente 50% a menos quando
comparado ao grupo C para o mesmo periodo. Na Fig 4 é possivel verificar que ao longo
do periodo de armazenamento, os valores de N-BVT aumentaram de forma significativa
(p<0,01).
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Fig 4. Valor de N-BVT em filés de tambaqui sem revestimento (C) e revestidas com
AS+EPV (T1) durante 30 dias de armazenamento a 4°C.

O N-BVT é um dos indices de qualidade de peixe mais utilizados para a
determinacéo de compostos de baixo peso molecular como a trimetilamina, dimetilamina
e amonia, que séo formados durante o processo de deterioracdo do pescado (Cicero et al.,
2014). O revestimento teve um impacto significativo na reducdo dos niveis de N-BVT no
presente estudo, corroborando com os achados obtidos por outros pesquisadores como
Jafari et al. (2018) em filés de frango e Hassanin e El-Daly (2013) em filés de tilapia do
Nilo.

3.3.5. Oxidacado lipidica

Os filés tratados com revestimento com AS e EPV (T1) apresentaram valores
menores que o0 grupo ndo revestido (p < 0,01) (Fig 5). Apesar de ndo haver normativa
para o valor de TBA em pescado, tem sido proposto valores de 1 a 2 mg MDA eq kg™,
onde o pescado é considerado de boa qualidade, geralmente considerados com o odor ou

sabor normais (Ozogul et al. 2017).
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Fig 5. Valor de TBARS em MDA eqkg? de filé de tambaqui sem revestimento (C) e
revestido com AS+ EPV (T1) durante 30 dias de armazenamento a 4°C.

Até 15 dias de refrigeracao a oxidacdo lipidica nos filés revestidos (T1) ndo excedeu
2 mg MDA eq kg, demonstrando que a atividade antioxidante verificada nos testes
ABTS e DPPH apresentam efeito sobre os radicais livres e TBARS. No grupo sem
revestimento (C) ao 8° dia de armazenamento, os filés ja apresentavam oxidacg&o lipidica
atingindo o limite considerado aceitavel, isto é, os filés revestidos (T1) conseguiram
retardar o processo de oxidacéo por 7 dias a mais.

Cortés e Suarez (2014), também verificaram que a adi¢&o do extrato de prépolis em

salsichas foi eficaz na reducdo dos valores de TBA, minimizando a oxidag&o lipidica.

3.3.6. Avaliacéo sensorial

As caracteristicas sensoriais dos filés de tambaqui revestidos com AS+ EPV foram
avaliados por 66 provadores nédo treinados, sendo 23 homens e 43 mulheres, com faixa
etaria entre 18 a 45 anos.

Em ordem de grandeza da importancia relativa que avalia a influéncia dos atributos
na andlise sensorial se obteve, analise visual AV (17,91%); Aroma - AR (17,80%); Cor -
CR (12,97%); Sabor - SB (10,95%); Intencdo de compra - IC (10,48%); Textura - TX
(10,22%); Preferéncia - PR (10,20%) e Aceitacdo AC (9,46%). Com isso, é possivel
observar que houve uma variacdo moderada entre os atributos avaliados nos filés, onde o
comportamento dos provadores ndo apresentou divergéncia substancial na avaliacdo

sensorial do produto.
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Os resultados obtidos pela técnica dos componentes principais (CP) mostra que 0s
dois primeiros CP foram responsaveis por 71,21% da variacdo total das notas dos
atributos avaliados pelos provadores dos filés de tambaqui revestidos com alginato de
sodio e propolis verde, sendo o primeiro CP de maior importancia (54,95%), constituido
por SB (0,872); PR (0,843); TX (0,839); IC (-0,813); AC (-0,665) e AR (0,525), enquanto
0 segundo componente estabelecido por AV (0,635) e CR (0,618) representou 16,26%

das variages (Figura 6).
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Fig 6. Distribuicdo das cargas fatoriais dos atributos da anélise sensorial dos filés de

tambaqui revestidos com AS+EPV.

Os coeficientes de correlacdo de preferéncia e intencdo de compra (-0,9332);
aceitacdo e preferéncia (-0,8734); e intencdo de compra e aceitacdo (0,9304) foram
altamente significativos, enquanto as outras correlagbes foram moderadas e ndo
significativas. Com base nesses resultados, verificou-se que os provadores apresentaram
grande concordancia quanto a preferéncia, intencdo de compra e aceitacdo dos filés de
tambaqui revestidos com AS+ EPV.

Ao avaliar a aceitacdo e intengdo de compra dos provadores para os filés revestidos,
verifica-se que a maioria dos provadores atribuiu pontuacdo maxima, nota 7
correspondendo a (comeria  frequentemente e compraria frequentemente,

respectivamente) (Figura 7).
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Fig 7: Percentual de aceitacdo (A) e intencdo de compra (B) dos filés de Tambaqui

revestidos com AS+ EPV.

Esses resultados evidenciam o potencial da aplicagdo do revestimento com a
prépolis verde em peixes como tambaqui e outras espécies de agua doce. Segundo
Schifferstein (2010), a anélise sensorial € uma ferramenta de suma importancia para a
insercdo de um produto no mercado, uma vez que as caracteristicas sensoriais se
apresentam como fatores determinantes para a aceitacdo e aquisicdo do alimento pelos

consumidores.

4. Concluséo

O extrato de propolis verde apresenta atividade antibacteriana e antioxidante com
presenca de fendis e flavonoides. O revestimento de alginato de sédio incorporado com
EPV se mostra relevante para o seu uso em filés de tambaqui, uma vez, que aumentou a
vida dtil dos filés entre 7 e 11 dias de armazenamento, pois manteve as faixas de pH,
bases volateis, oxidacdo lipidica e crescimento bacteriano em niveis aceitaveis e garantiu
maior retencdo de umidade aos filés de tambaqui ao longo do armazenamento. Além
disso, os filés revestidos com alginato de sodio e extrato de propolis verde também

obtiveram aceitacéo sensorial.
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CONSIDERACOES FINAIS

O extrato de prépolis verde apresentou efeito antimicrobiano e antioxidante
promissor e a sua utilizacdo no controle de patdgenos e inibicdo da oxidacdo
lipidica em filés de tambaqui se mostrou eficiente.

O revestimento com alginato de sédio e propolis verde em filés de tambaqui
proporciona uma melhor qualidade microbiolégica do produto e mantem os
parametros fisico-quimicos (oxidacao lipidica, pH e bases volateis) dentro do
limite aceitavel por mais tempo, além de reduzir a perda de umidade durante o
armazenamento. Dessa forma, pode-se afirmar que o extrato de prépolis verde
aplicado em revestimentos é um método promissor para a conservacao de filés
de peixes.

A eficiencia do revestimento pode ser estudada em outros matrizes
alimentares e pesquisas futuras podem ser desenvolvidas associando esse
extrato a outros agentes bioativos para verificar o sinergismo e sua eficiéncia na
conservacao de produtos alimenticios.

Esta pesquisa traz contribuicdes relevantes para a sociedade e para a
industria, pois apresenta-se como alternativa viavel para preservar a vida util de
files de tambaqui por um periodo maior, além desse revestimento ser

considerado possivel alternativa para substituir o uso de conservantes sintéticos.
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