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POTENCIAL DE REVESTIMENTOS COMESTJVEIS A BASE DE QUITOSANAE
EXTRATO DE PROPOLIS NA CONSERVACAO DO CAMARAO BRANCO DO
PACIFICO (Litopenaeus vannamei)

RESUMO

O escopo desse estudo foi obter e caracterizar filmes e revestimentos comestiveis a base de
quitosana combinada com diferentes concentracdes de extrato de propolis verde e vermelha e
avaliar o potencial dos revestimentos na qualidade do camarao branco (Litopenaeus vannamei)
resfriado e congelado. Os filmes produzidos com diferentes concentracGes de extrato de
prépolis verde e vermelho (0,12%, 0,25%, 0,50%, 1,0% e 2,0%) foram caracterizados quanto
suas propriedades Opticas: cor e opacidade; propriedades de barreira: permeabilidade ao vapor
de agua e solubilidade; propriedades mecéanicas: resisténcia a tracdo, elongacdo na ruptura e
modulo de elasticidade e microscopia eletronica de varredura - MEV. A atividade
antimicrobiana das solucGes filmogénicas foi avaliada frente a cepas padrdo de Salmonella
typhimurium, Escherichia coli e Staphylococcus aureus. Para 0 experimento com camardo
resfriado as amostras foram submetidas a diferentes tratamentos e divididos em cinco grupos:
Controle (C); Metabissulfito (MBS); Quitosana (Q); Extrato de propolis verde (EPVD) e
Quitosana + extrato de propolis verde (QEPVD), posteriormente, foi armazenado refrigerado a
4 =1 °C por 12 dias. Para o experimento com camardo congelado, o camar&o foi processado e
dividido em: Controle (C); Glaciado (G), Quitosana (Q); Quitosana + extrato de préopolis verde
(QEPVD) e quitosana + extrato de propolis vermelha (QEPVM) ap6s a aplicacdo dos
tratamentos foi armazenado congelado a - 18 °C por 180 dias. Para avaliar a qualidade do
camardo resfriado e congelados, os grupos foram submetidos as analises fisico-quimicas:
potencial hidrogeniénico — pH, reacdo as substancias reativas ao acido tiobarbiturico - TBARS,
perda de peso por coccdo - PPC, capacidade de retencdo de &gua — CRA, textura e cor
instrumental, analises microbioldgicas para determinacdo da presenca de Salmonella spp. no
tempo inicial, contagem de Staphylococcus aureus e Escherichia coli, contagem total de
psicrotroficas e de bactérias aerdbias mesofilas, no experimento com camardo resfriado foi
realizada também a analise de Método indice de Qualidade - MIQ. De acordo com os dados
obtidos foi observada diferenca significativa (p < 0,05) nas propriedades de barreira e
mecanicas dos filmes e melhores resultados foram encontrados nos filmes com concentragdes
de 0,12 e 0,25% de extrato de propolis verde e vermelha. A incorporacdo do extrato de propolis
a quitosana proporcionou melhores resultados de atividade antimicrobiana frente a cepa de E.
coli. A solucéo de revestimento de quitosana a 1,5% com 0,25% de extrato de propolis verde e
quitosana 1,5% com 0,25% de extrato de propolis vermelha foram as escolhidas para
continuacdo do estudo devido aos resultados positivos encontrados nas analises precedentes.
No experimento com o camardo resfriado observou-se que as amostras de camardo revestidos
com a combinacéo de quitosana e extrato de prépolis demonstraram melhores resultados quanto
aos valores de pH, TBARS, textura e inibi¢do do desenvolvimento microbiano e da melanose.
Ja no experimento com o camardo congelado foi observado inibicdo do desenvolvimento de
microrganismos, estabilidade oxidativa, manutencdo do pH e melhores resultados na
capacidade de retencdo de 4gua e manutencdo do peso. A partir dos dados obtidos é possivel
inferir que houve sinergia entre a quitosana e o extrato de propolis e, portanto, essa combinacéo
apresenta potencial como revestimento comestivel e conservante natural para aumentar a
qualidade sensorial e a vida util do camarao branco.

Palavras-chave: Biopolimero, conservante natural, pescado, qualidade do pescado.



POTENTIAL OF EDIBLE COATINGS BASED ON CHITOSAN AND PROPOLIS
EXTRACT IN THE CONSERVATION OF THE PACIFIC WHITE SHRIMP
(Litopenaeus vannamei)

ABSTRACT

The scope of this study was to obtain and characterize edible films and coatings based on
chitosan combined with different concentrations of green and red propolis extract and to
evaluate the potential of the coatings on the quality of chilled and frozen white shrimp
(Litopenaeus vannamei). The films produced with different concentrations of green and red
propolis extract (0.12%, 0.25%, 0.50%, 1.0% and 2.0%) were characterized in terms of their
optical properties: color and opacity; barrier properties: water vapor permeability and solubility;
mechanical properties: tensile strength, elongation at break and modulus of elasticity and
scanning electron microscopy - SEM. The antimicrobial activity of filmogenic solutions was
evaluated against standard strains of Salmonella typhimurium, Escherichia coli and
Staphylococcus aureus. For the chilled shrimp experiment, the samples were subjected to
different treatments and divided into five groups: Control (C); Metabisulfite (MBS); Chitosan
(Q); Green propolis extract (EPVD) and Chitosan + green propolis extract (QEPVD),
afterwards, it was stored refrigerated at 4 + 1 °C for 12 days. For the frozen shrimp experiment,
the shrimp was processed and divided into: Control (C); Glacier (G), Chitosan (Q); Chitosan +
green propolis extract (QEPVD) and chitosan + red propolis extract (QEPVM) after application
of the treatments was stored frozen at - 18 °C for 180 days. To assess the quality of chilled and
frozen shrimp, the groups were subjected to physical-chemical analyzes: hydrogen potential -
pH, reaction to substances reactive to thiobarbituric acid - TBARS, weight loss by cooking -
PPC, water retention capacity - CRA , texture and instrumental color, microbiological analysis
to determine the presence of Salmonella spp. in the initial time, count of Staphylococcus aureus
and Escherichia coli, total count of psychrotrophic and aerobic mesophilic bacteria, in the
experiment with chilled shrimp the analysis of the Quality Index Method - MIQ was also
performed. According to the data obtained, a significant difference (p <0.05) was observed in
the barrier and mechanical properties of the films and better results were found in films with
concentrations of 0.12 and 0.25% of green and red propolis extract. The incorporation of the
propolis extract to chitosan provided better results of antimicrobial activity against the E. coli
strain. The 1.5% chitosan coating solution with 0.25% green propolis extract and 1.5% chitosan
with 0.25% red propolis extract were chosen for the continuation of the study due to the positive
results found in the previous analyzes. In the experiment with the chilled shrimp, it was
observed that the shrimp samples coated with the combination of chitosan and propolis extract
showed better results in terms of pH, TBARS, texture and inhibition of microbial and melanosis
development. In the experiment with frozen shrimp, inhibition of the development of
microorganisms was observed, oxidative stability, pH maintenance and better results in water
retention capacity and weight maintenance. From the data obtained, it is possible to infer that
there was a synergy between chitosan and the propolis extract and, therefore, this combination
has potential as an edible coating and natural preservative to increase the sensory quality and
useful life of white shrimp.

Keywords: Biopolymer, natural preservative, fish, fish quality.
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1 INTRODUCAO

A producdo e o consumo de pescado no Brasil e no mundo vém apresentando um
crescimento expressivo ao longo dos dltimos anos. Em dados recentes divulgados pela FAO
(2020), a producdo global de pescado em 2018 foi de 179 milhGes de toneladas. Cerca de 88%
desta producdo foi destinada ao consumo humano, representando um crescimento de 1,5% ao
ano em termos de consumo per capta, maior que qualquer outra proteina de origem animal
(FAO, 2020).

Com alto valor agregado, caracteristicas sensoriais e nutricionais bastante apreciadas, o
camardo destaca-se como alimento nobre no mercado de alimentos de origem animal (YUAN
etal., 2016). Por outro lado, assim como outras espécies de pescado, 0 camarao é extremamente
perecivel e apresenta rapida deterioracdo devido a carateristicas intrinsecas (pH préximo a
neutralidade, elevada atividade de agua nos tecidos e alto teor de nutrientes) que favorecem a
acdo de microrganismos e processos enzimaticos. Um dos problemas mais comuns em sua
cadeia produtiva é o desenvolvimento da melanose ou black spots, iniciado logo apds a
despesca é desencadeado por acdo da enzima polifenoloxidase e minimizado com técnicas de
conservagdo aliadas ao uso de aditivos sintéticos (sulfitos) (FURLAN, 2011).

As técnicas de conservacao de alimentos sdo ancestrais. Povos antigos j& conservavam
seus alimentos de forma intuitiva ou empirica, utilizando o calor, o frio, o sal, ervas,
condimentos e até mesmo o suco de frutas citricas (EVANGELISTA, 1998). Essas técnicas
foram sendo aprimoradas ao longo dos tempos com o auxilio da tecnologia de alimentos e do
desenvolvimento de métodos, processos e novas tecnologias (NESPOLO, 2015).

Para garantir a qualidade, a seguranca e manter as caracteristicas nutricionais dos
alimentos, sdo usadas técnicas de conservacdo por congelamento, refrigeracdo, processos
térmicos, secagem, salga, embalagens ativas e outras. Também sdo utilizados conservantes
sintéticos como agentes antioxidantes e antimicrobianos para conservar os alimentos e estender
sua vida util.

Nos Gltimos anos o uso de conservantes sintéticos em alimentos passou a ser questionado
por pesquisadores e consumidores devido aos efeitos colaterais (DHIMAN et al., 2016) e aos
diversos estudos que apontam os efeitos toxicos e até mesmo acdo cancerigena e teratogénica
relacionada ao seu uso e consumo em doses elevadas (YANG et al., 2017; FALLEH et al.,
2019).

A partir de discussdes acerca do uso indiscriminado dos conservantes sintéticos sob a

Otica da seguranca de alimentos e da mudanca no comportamento alimentar humano
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(GUNYAKTI e ASAN-OZUSAGLAM, 2018), pesquisadores de diversas areas estdo focando
suas pesquisas no desenvolvimento de conservantes seguros, obtidos através de fontes naturais
com potencial antioxidante e antimicrobiano que possam ser utilizados em alimentos como
alternativa aos conservantes sintéticos ja utilizados comercialmente (CLARKE et al., 2017).

Diante da mudancga no comportamento alimentar da populagéo e da busca por alimentos
mais saudaveis e mais proximos do natural, a quitosana e 0s extratos vegetais destacam-se por
desempenhar atividade antimicrobiana e antioxidante sendo uma alternativa ao uso de
conservantes sintéticos. Quando utilizados em conjunto com as técnicas tradicionais de
conservacao, representam uma opc¢ao eficiente na manutencdo da qualidade e aumento da vida
de prateleira de varios alimentos, através do retardo no desenvolvimento de microrganismos e
da oxidacdo (PERDONES et al., 2016).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Elaborar e avaliar o potencial de revestimentos comestiveis a base de quitosana e extrato

de prépolis na qualidade e conservacdo do camardo Litopenaeus vannamei.

2.2 Objetivos Especificos

e Obter e caracterizar revestimentos e filmes comestiveis a base de quitosana e diferentes
concentracdes de extrato de propolis verde e vermelha;

e Avaliar as propriedades Opticas, de barreira e mecéanicas dos filmes comestiveis de
quitosana e extrato de propolis;

e Analisar a atividade antimicrobiana dos revestimentos comestiveis;

e Analisar a influéncia dos revestimentos de quitosana e extrato de prépolis, em relacéo as
caracteristicas fisico-quimicas e microbioldgicas do camarao resfriado;

e Verificar a influéncia do extrato de propolis como agente antimelanético em camarédo
resfriado;

e Analisar a influéncia dos revestimentos de quitosana e extrato de prépolis, em relacéo as

caracteristicas fisico-quimicas e microbioldgicas de camardo congelado.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Camardo Litopenaeus vannamei

Comumente conhecido como camardo branco do Pacifico ou camardo cinza, o
Litopenaeus vannamei é uma espécie de camardo marinho com origem na Costa do Oceano
Pacifico. Representa cerca de 80% da producéo total de camardo no mundo sendo amplamente
cultivado, comercializado e de grande importancia econdémica (JESCOVITCH et al., 2018;
OKPALA, 2014). No Brasil, sua importancia econémica se da especialmente para a regido
Nordeste onde a carcinicultura representa oportunidades de negdcios e geracdo de emprego e
renda para o semiarido.

O sucesso na producdo do L. vannamei esta relacionado a facil adaptabilidade ao cultivo,
rusticidade, tolerancia a fatores como salinidade e temperatura e também aos pacotes
tecnoldgicos desenvolvidos para a espécie (SANTOS, 2009). O alto valor de mercado se deve
ao seu sabor caracteristico bastante apreciado (YUAN et al., 2016) que o coloca em destaque
como pescado nobre. Dessa forma, grandes receitas sdo geradas para a cadeia produtiva
(OKPALA, 2014).

Apesar do grande destaque, 0 camardo, assim como outras espécies de pescado, € uma
proteina com alto grau de perecibilidade (ALOTAIBI; TAHERGORABI, 2018) devido a suas
caracteristicas intrinsecas, como elevada atividade de agua, que favorece o desenvolvimento de
microrganismos, e alteracbes quimicas gue, aliadas ao manuseio inadequado, podem causar
depreciacao e perdas (TSIRONI et al., 2009; FARIA et al., 2011; CASTRO; PAGANI, 2004).

3.2 Qualidade do pescado

A répida deterioracdo do pescado esta relacionada as seguintes caracteristicas que
favorecem o desenvolvimento microbiano: pH préximo a neutralidade, elevada atividade de
agua nos tecidos e alto teor de nutrientes (GONCALVES, 2011). Esses fatores tornam o
pescado altamente perecivel e diminui sua vida de prateleira (DEHGHANI et al., 2018). Dessa
forma, € imprescindivel a adocdo de praticas de higiene em toda a cadeia produtiva e
manutencdo da cadeia de frio logo ap6s a despesca e ao longo de todo processo de
beneficiamento, transporte e armazenagem (SOUZA et al., 2013).

Para determinar a qualidade do pescado sdo utilizados métodos microbioldgicos, fisico-

quimicos e/ou sensoriais. Bogdanovic et al. (2012), relatam que a avaliacdo sensorial € 0
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principal método para medir a qualidade do pescado sendo também o mais utilizado tanto por
consumidores quanto pela industria por ser uma analise rapida, objetiva e de facil entendimento.

As técnicas tradicionais de conservacdo como refrigeracdo, congelamento, salga e
secagem, permanecem sendo estudadas e aprimoradas para melhorar a qualidade e aumentar a
vida atil do pescado (WANG et al., 2018). No entanto, Arancibia et al. (2015), destacam que
as técnicas tradicionais de conservacao por si s6 ndo sao capazes de manter com eficiéncia a
qualidade do pescado.

Assim, novas tecnologias estdo sendo desenvolvidas e aprimoradas, como, por exemplo,
0 uso de embalagens ativas. Nesse sentido, os revestimentos comestiveis a base de conservantes
naturais podem representar uma excelente alternativa para minimizar com eficiéncia a
deterioracdo do pescado e prolongar sua vida de prateleira (FARAJZADEH et al., 2016),
podendo ser aplicados em conjunto com técnicas tradicionais.

A melanose € um dos problemas mais especificos ligados a qualidade do camardo. Neste
caso, ela esta relacionada com a qualidade sensorial, uma vez que as manchas escuras tornam
a aparéncia do camardo desagradavel, causando a rejeicdo do produto pelo consumidor,

desvalorizacdo de mercado e perdas econdmicas expressivas (YUAN et al., 2016).

3.2.1 Melanose

Popularmente conhecido como melanose ou black spot, o processo de escurecimento
enzimatico em crustaceos se apresenta como manchas escuras insollveis que surgem nas
articulacdes, no exoesqueleto e partes lesionadas dos crustaceos logo apds a despesca
(GONCALVES et al.,, 2015). Esse pigmento escuro € produto de reacdes da enzima
polifenoloxidase (OGAWA et al., 1984; MARTINEZ-ALVAREZ et al., 2005) que converte
fendis em quinonas que, por sua vez, apés polimerizacdo, ddo origem ao pigmento preto
(SENAPATI et al., 2017).

O desenvolvimento da melanose esta relacionado com fatores como espécie, manejo,
despesca e captura. Ja a intensidade com que se desenvolve depende da espécie (CINTRA et
al., 1999; GONCALVES; OLIVEIRA 2016). Durante o congelamento ou resfriamento as
enzimas responsaveis pela melanose sdo inativadas, porém, quando o crustaceo é exposto a
temperatura ambiente essas enzimas podem ser novamente ativadas (NIRMAL; BENJAKUL,
2010).

A melanose se desenvolve antes da deterioracdo por microrganismos, portanto néo

representa riscos a satide humana e apesar de ndo alterar caracteristicas sensoriais como aroma
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e sabor, 0 maior impacto da melanose esta relacionado com a qualidade sensorial do camaréo,
devido a cor e aparéncia desagradavel. 1sso causa rejeicdo pelos consumidores que associam o
escurecimento a deterioracdo e decomposicdo, a consequéncia disso € o0 impacto econdémico
negativo (GONCALVES et al., 2015; SENAPATI et al., 2017; GONCALVES; SANTOS,
2018).

Para inibir o desenvolvimento das manchas e aumentar a vida Util do camar&o é comum
0 uso de sulfitos e &cidos (MONTERO et al., 2001) que sdo aditivos sintéticos utilizados como
agentes antioxidantes e antimicrobianos.

O metabissulfito de sédio (MBS), Na>S20s, é 0 aditivo mais utilizado para inibir a
melanose. A aplicacéo se d& por meio de imerséo do camardo em tanques com agua, gelo e uma
solucdo a base de metabissulfito. Ostrensky e Cozes (2017) ressaltam que a concentracdo
utilizada deve estar de acordo com legislacdo do pais a que se destina 0 camardo.

No Brasil o limite maximo de metabissulfito de sodio permitido é de 100 ppm em
amostras cruas. O FDA (Food and Drug Administration), por sua vez, estabelece o limite de
1,25% por 10 min. Valenca e Mendes (2004), entretanto, observaram que nao ha padrédo ou
atendimento as normas pelos produtores ja que é comum nas fazendas a aplicacdo de 5 a 10%
de MBS por 2 a 20 min.

Quando aplicado de forma abusiva o metabibissulfito de sédio pode desencadear reagdes
adversas como nauseas, dores abdominais, voémitos, reacdes na pele, asfixia e pneumonite
guimica em consumidores e manipuladores e, devido a essa toxicidade, seu uso € limitado.
Além disso, os residuos, quando descartados no ambiente podem alcalinizar a &gua causando a
morte de varias espécies aquéticas (ARAUJO; ARAUJO, 2011; ANDRADE et al., 2015). O
uso excessivo desses compostos, pode ainda afetar a qualidade sensorial do camardo apés a
coccdo (MCEVILY etal., 1991; ANDRADE et al., 2015).

Sae-Leaw e Benjakul (2019), reuniram em uma revisdo de literatura varios estudos
realizados com extratos vegetais de diversas plantas que comprovam que os polifendis presentes
nesses extratos possuem capacidade de inibir o desenvolvimento da polifenoloxidase atuando

como conservantes e antimelanéticos naturais alternativos aos sintéticos.
3.3 Conservantes naturais
Os efeitos negativos dos conservantes sintéticos e a mudanga no comportamento

alimentar da populacdo sdo fatores que estimulam pesquisadores de diversas areas para o

desenvolvimento de conservantes seguros, obtidos a partir de fontes naturais. Alguns deles séo
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0s extratos de plantas (SAE-LEAW; BENJAKUL, 2019) com potencial antioxidante,
antimicrobiano e antimelanético possiveis de serem empregados em alimentos como alternativa
aos conservantes sintéticos ja utilizados comercialmente (CLARKE et al., 2017).

Os conservantes naturais sdo compostos quimicos que podem ser derivados de plantas,
animais e microrganismos (SINGH et al., 2010). Os componentes de maior interesse nos
extratos vegetais sdo os compostos fendlicos e os flavonoides. Campélo et al. (2019), explicam
que quando adicionados aos alimentos, os compostos fenolicos atuam como redutores, doando
hidrogénio e supressores de oxigénio, atuando como antioxidantes nos alimentos. Esses
mesmos autores relatam a capacidade dos flavonoides de eliminar os radicais livres.

Embora existam relatos sobre o interesse acerca dos conservantes naturais datados de
1980 (BREWER, 2011), o uso desses compostos pela industria ainda ndo se consolidou.
Atualmente, alimentos mais proximos do natural, minimamente processados e mais saudaveis
sdo uma exigéncia de consumidores que estdo cada vez mais informados e mais preocupados
com a salde e com o ambiente (GUNYAKTI; ASAN-OZUSAGLAM, 2018; KARRE et al.,
2013; ORIANI et al., 2014).

Os requisitos para que um composto seja utilizado como conservante natural em
alimentos sdo: seguranca, estabilidade durante o processamento e eficicia antimicrobiana e
antioxidante (PRANGE et al., 2005). E importante que ele seja eficaz em baixas concentracdes,
que ndo cause efeitos indesejaveis relacionados aos atributos sensoriais do alimento como
alteracdo na cor, no aroma e no sabor, seja compativel com o alimento, se mantenha estavel
durante o processamento e armazenamento e, € imprescindivel que ndo seja toxico
(NKUKWANA et al., 2014).

Basiri et al. (2015), testaram os efeitos do extrato de casca de roma (Punica granatum)
como conservante em camardo (Litopenaeus vannamei) resfriado e observaram que o extrato
retardou consideravelmente as contagens de bactérias mesofilas e a melanose além de diminuir
0 TBARS sugerindo o extrato como alternativa ao uso do metabissulfito de sodio.

Ao utilizarem o extrato da casca de laranja na conservacdo L. vannamei, armazenado
por dez dias sob refrigeracdo, Vakili e Ardakani (2018) observaram melhores resultados de n-
BVT, TBARS, pH, atributos sensoriais e inibigdo da melanose no grupo tratado com o extrato
qguando comparado ao grupo controle, confirmando a acdo antioxidante e antimicrobiana do
extrato da casca de laranja.

Sae-leaw e Benjakul (2019), testaram o extrato da folha de varias espécies. Os autores

relataram que o extrato da folha de caju apresentou a maior atividade inibitéria de polifeloxidase
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(PPO) em todas as concentragdes testadas (0,025 — 0,5%). Assim, comprovaram que polifenois
de diferentes plantas tém potencial como inibidores de PPO.

3.3.1 Quitosana como conservante natural

Foi no inicio do século passado que a quitosana comegou a despertar maior interesse da
industria e passou a ser explorada em funcdo das suas propriedades funcionais, antimicrobianas
e antioxidantes, bem como de suas caracteristicas de polimero atoxico, biodegradavel,
biocompativel e de formacdo de filmes (SILVA et al. 2019; MUXIKA et al., 2017)

A quitosana é um polissacarideo catiénico, produto da desacetilagdo da quitina, obtido
através de hidrolise alcalina (BESSA-JUNIOR; GONCALVES, 2013; SANTOS et al., 2017),
pode ser encontrada no exoesqueleto dos insetos, na cuticula dos anelideos e moluscos, nas
paredes celulares de fungos e leveduras e na carapaga de crustaceos como camardo, lagosta e
caranguejo (KURITA, 2006).

Younes et al. (2014), apresentaram em seu estudo a atividade antimicrobiana
desenvolvida pela quitosana contra bactérias Gram-positivas (S. aureus, M. luteus, B. cereus e
E. faecalis), Gram-negativas (E. coli, P. aeruginosa, K. pneumoniae e S. typhi) e fungos (F.
oxysporum, F. solani e F. Sp). Devlieghere et al. (2004) destacam que a atividade
antimicrobiana (bactericida e fungistatica), esta relacionada a capacidade de induzir alteraces
morfofisioldgicas nas paredes celulares dos microrganismos.

Por sua vez, Barbosa et al. (2015), destacam que 0S compostos naturais atuam
interagindo com moléculas alvo, interferindo nas funcGes das células dos microrganismos,
gerando modificacbes nas propriedades da membrana citoplasméatica e no metabolismo
energético além de inibirem a sintese de acido nucleico.

Santos et al. (2017), utilizaram a quitosana 1% para recobrir filés de tilapia combinados
com defumacéo liquida e observaram que a atividade antimicrobiana da quitosana melhorou
consideravelmente a qualidade dos filés.

O uso da quitosana na elaboracéo de filmes e revestimentos tem representado um papel
importante para a conservagdo de alimentos (KERCH, 2015). Para Assis et al. (2003), as
caracteristicas fisico-quimicas que resultam em propriedades mecéanicas e a capacidade
filmogénica colocam a quitosana em destaque como matéria prima para elaboracao de filmes e
revestimentos comestiveis pois além de ser de fécil obtencdo € economicamente viavel.

Hu e Ganzle (2018) relatam que a quitosana melhora a qualidade dos alimentos

independentemente de sua atividade antimicrobiana e que em alguns casos, por exemplo, o
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retardo da oxidacao lipidica ou inibicdo da melanose favorece a aplicacdo da quitosana mesmo
se o efeito antimicrobiano for limitado.

A quitosana tem sido amplamente aplicada na conservacéao de pescado, incluindo ostras,
sardinha, salmé&o, robalo e carpa prateada (CAO et al., 2009; MOHAN et al., 2012). Mostrou-
se eficaz também na manutencdo da qualidade e prolongamento da vida de prateleira de
camardes (WU, 2014).

Para Pereira de Abreu et al. (2012), a aplicacdo de coberturas comestiveis tem
demonstrado resultados benéficos na conservacgédo de pescado, atuando como barreira contra a
penetracdo de umidade e oxigénio. A quitosana é, portanto, um conservante de alimentos

promissor em aplicagdes especificas.

3.3.2 Extrato de propolis como conservante natural

A propolis é um material resinoso coletado por abelhas (Apis mellifera), € uma mistura
complexa, formada por aproximadamente 45% de material resinoso e balsdmico, coletada dos
ramos de plantas pelas abelhas, 30% de cera de abelha e acidos graxos, 10% de 6leos essenciais,
5% de pdlen e 10% de outros compostos organicos e minerais (TYLKOWSKI et al., 2010).
Esses compostos podem ser flores, brotos e exsudados de arvores; além desses, na colmeia as
abelhas adicionam secrecdes salivares (GHISALBERTI, 1979; MARCUCCI, 1996).

A composicao quimica da propolis pode variar conforme a sazonalidade, regido de onde
foi coletada e origem botanica, pode ter coloracdo variando do amarelo-esverdeado passando
pelo marrom-avermelhado até o negro. A variagdo na composi¢do quimica influencia
significativamente o potencial de acdo da propolis (SFORCIN et al.,2000; CASTRO et al.,
2007; INOUE et al., 2007).

Na prépolis pode ser encontrada uma variedade de compostos quimicos, como polifendis
(flavondides, &cidos fendlicos e ésteres), terpendides, esterdides e aminodacidos, aldeidos
volateis e cetonas (DUMAN e OZPOLAT, 2014). Os flavonoides, acidos fendlicos e seus
ésteres sdo 0s principais componentes bioativos que estdo diretamente relacionados a atividade
antioxidante e antimicrobiana da propolis (NAGGAR et al., 2016; WOZNIAK et al., 2019).

Popularmente conhecidas como prépolis verde e propolis vermelha, os dois tipos de
propolis brasileiras sdo bastante apreciados do ponto de vista cientifico e comercial (SOUSA et
al., 2019). A propolis verde proveniente do alecrim do campo (Baccharis dracunculifolia), mais

comumente encontrada nas regides Sul e Sudeste, e a propolis vermelha, ou prépolis vermelha
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brasileira, é proveniente da regido de mangue do Nordeste e tem como origem boténica o rabo
de bugio (Dalbergia ecastophyllum) (TEIXEIRA et al., 2005).

Os usos da propolis sdo inimeros devido as suas diversas funcdes, dentre elas, os amplos
aspectos de atividade antimicrobiana e as propriedades antioxidantes despertam o interesse da
indUstria alimenticia (PARK et al., 1998). Na industria carnea seu uso esta relacionado a
preservacao da oxidacdo lipidica como alternativa ao uso de antioxidantes sintéticos (ALVES
etal., 2013).

Os revestimentos de quitosana e outros biopolimeros sdo hidrofilicos (MENDES et al.,
2016), dessa forma, o uso da quitosana combinada com o extrato de propolis, que é um
composto hidrofobico, poderd otimizar algumas das propriedades dos filmes poliméricos
(PASTOR et al., 2010) garantindo melhores resultados na qualidade e vida Gtil dos produtos

revestidos.

3.4 Revestimentos comestiveis

Revestimentos comestiveis podem ser descritos como qualquer camada de material fino,
elaborados a partir de polissacarideos, proteinas e lipideos (CAZON et al., 2017). Eles sdo
utilizados para revestir alimentos com o objetivo de prolongar a vida de prateleira, podendo ser
consumidos de maneira segura juntamente com o alimento recoberto (DEHGHANI et al.,
2018).

Os revestimentos comestiveis surgem como tecnologia para aumentar a vida Gtil dos
alimentos, processados e frescos, atuando como barreira de protecao a fatores extrinsecos. Eles
contribuem com a manutencdo e preservacdo dos componentes naturais dos alimentos,
reduzindo trocas gasosas superficiais bem como a atividade de agua (CAETANO et al., 2018;
GE et al., 2018; SALGADO et al., 2015).

Os revestimentos modificam a atmosfera interna do alimento devido a capacidade de
promover alteracGes na permeacdo que consequentemente altera 0 metabolismo responsavel
pela deterioracdo do alimento (TURHAN, 2010). Eles apresentam como vantagens a
preservacdo dos atributos sensoriais e da aparéncia do produto e quando possuem baixa
permeabilidade a gases podem promover a reducdo de escurecimento enzimatico
(CARVALHO FILHO et al., 2006).

Atarés et al. (2016) citam como vantagem adicional dos revestimentos comestiveis a
atuacdo como veiculos para ingredientes ativos comestiveis que podem ser adicionados as

formulacBes. Uma outra vantagem, citada por Tharanathan (2003), € que a formulagdo de um



25

revestimento composto pode ser feita sob medida para atender as necessidades de um produto
especifico.

O FDA (2016) preconiza que os materiais empregados devem ser atoXicos e seguros, uma
vez que passarao a fazer parte do alimento.

Debeaufort et al. (1998), citam como pré-requisitos gerais mais importantes a serem
cumpridos por filmes e revestimentos comestiveis: boas qualidades sensoriais; alta propriedade
de barreira e mecénicas; estabilidade bioquimica, fisico-quimica e microbiana; ser atoxico e
seguro para a saude; possuir tecnologia simples; ndo ser poluente e possuir matéria-prima e
processo de baixo custo.

Yuan et al. (2016), investigaram os efeitos da quitosana combinada com extrato de roma
em camardo branco armazenada em gelo. Os autores observaram que houve efeito sinergético
entre o0 extrato da casca de roma e a quitosana, resultando na reducéo das bases volateis totais,
reducdo do desenvolvimento de microrganismos aerdbios totais e inibicdo da melanose.

A combinacdo de extrato de prépolis com quitosana foi testada por Ebadi et al. (2019).
Os autores aplicaram o revestimento em filés de Nemipterus japonicus e os resultados obtidos
demonstraram que houve reducdo efetiva no crescimento de mesdéfilos totais e psicrotroficas,
oxidacdo lipidica e decomposicao de proteinas.

Berizi et al. (2018) analisaram a combinagéo de quitosana com extrato da casca de roméa
em filés de truta arco-iris congelados por seis meses. Na ocasido, verificaram que houve
melhoria consideravel nas propriedades quimicas e sensoriais e ainda reducdo da carga
microbiana.

A incorporacdo de extrato de prépolis a quitosana foi analisada por Marquez et al. (2018).
O revestimento foi aplicado em filés de Piaractus brachypomus e foi observado que o extrato
de propolis aumentou significativamente a estabilidade dos indicadores de qualidade fisico-

quimica, sensorial e microbioldgica dos filés, destacando-se a reducédo da oxidacdo lipidica.
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REVESTIMENTOS COMESTiVEI$ DE QUITOSANA COM INCORPORACAO DE
EXTRATO DE PROPOLIS VERDE E VERMELHA

RESUMO

Objetivou-se com esse estudo obter e caracterizar revestimentos comestiveis a base de
quitosana com incorporacgdo de diferentes concentracdes de extrato de prépolis verde (EPVD)
e vermelha (EPVM). Os extratos de propolis verde e vermelho foram caracterizados quanto aos
teores de fenodlicos totais (FT), flavonoides (FLA) e atividades antioxidante (AA). Foram
produzidos 11 filmes atraves da técnica de casting a partir das solucdes de revestimento de
quitosana a 1,5% (Q), quitosana a 1,5% combinado com propolis verde (QPVD) e quitosana a
1,5% combinada com prépolis vermelha (QPVM) nas concentracdes 0,12%, 0,25%, 0,50%,
1,0% e 2,0% de extrato de propolis. Os filmes foram caracterizados através de analises das
propriedades Opticas, de barreira, mecanicas, microscopia eletrénica de varredura (MEV) e
atividade antimicrobiana (Salmonella typhimurium, Escherichia coli e Staphylococcus aureus).
As analises de caracterizacdo dos extratos demonstraram que ambos estavam dentro das
recomendacdes da legislacdo brasileira, com melhores resultados de fendlicos totais (FT) e
flavonoides (FLA) encontrados no EPVD e melhor atividade antioxidante (AA) no EPVM.
Com relacdo a caracterizacdo dos filmes, a luminosidade L* diminuiu a medida que a
concentracdo de extrato de prdpolis incorporado a quitosana aumentou, o a* tendeu ao verde
nos filmes de EPVD e o b* ao amarelo em virtude da cor caracteristica dos extratos. A
opacidade e espessura dos filmes aumentaram em decorréncia do aumento nas concentragdes
de extrato de propolis. O maior valor de solubilidade foi encontrado no filme Quitosana 1,5%
(24,68) e menores valores nos filmes de Quitosana + extrato de prépolis verde 0,50% (20,0 %)
e Quitosana + extrato de propolis vermelha 1% (18,3%) a adi¢do dos extratos ao filme de
quitosana diminuiu a solubilidade. N&o houve diferenga significativa (p > 0,05) na PVA em
funcdo da concentracdo de extrato de propolis nos filmes. A adicdo dos extratos melhorou a
resisténcia a tracdo e a elasticidade dos filmes. O MEV revelou que os filmes com
concentracdes mais baixas de EP sdo mais regulares e homogéneos. Os resultados mostraram
também que a incorporacdo do extrato de propolis aos filmes mesmo em concentragcdes mais
baixas foi efetiva na inibicdo de Escherichia coli. Diante do exposto sugere-se que 0s extratos
de prépolis verde e vermelha sdo componentes eficazes quando combinados a quitosana,
conferindo melhores resultados em propriedades fundamentais dos filmes e revestimentos
comestiveis.

Palavras-chave: Atividade antimicrobiana, biopolimeros, conservante natural, filme

biodegradavel.
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EDIBLE CHITOSAN COATINGS WITH INCORPORATION OF GREEN AND RED
PROPOLIS EXTRACT

ABSTRACT

The objective of this study was to obtain and characterize edible coatings based on chitosan
with incorporation of different concentrations of green (EPVD) and red (EPVM) propolis
extract. The extracts of green and red propolis were characterized according to the levels of
total phenolics (FT), flavonoids (FLA) and antioxidant activities (AA). 11 films were produced
using the casting technique from 1.5% chitosan coating solutions (Q), 1.5% chitosan combined
with green propolis (QPVD) and 1.5% chitosan combined with red propolis (QPVM) in
concentrations of 0.12%, 0.25%, 0.50%, 1.0% and 2.0% of propolis extract. The films were
characterized by analysis of optical, barrier, mechanical properties, scanning electron
microscopy (SEM) and antimicrobial activity (Salmonella typhimurium, Escherichia coli and
Staphylococcus aureus). The characterization analyzes of the extracts demonstrated that both
were within the recommendations of the Brazilian legislation, with better results of total
phenolics (FT) and flavonoids (FLA) found in EPVD and better antioxidant activity (AA) in
EPVM. Regarding the characterization of the films, the L * luminosity decreased as the
concentration of propolis extract incorporated to chitosan increased, a * tended to green in
EPVD films and b * to yellow due to the characteristic color of the extracts. The opacity and
thickness of the films increased due to the increase in the concentrations of propolis extract.
The highest solubility value was found in the film Chitosan 1.5% (24.68) and the lowest values
in the films Chitosan + green propolis extract 0.50% (20.0%) and Chitosan + red propolis
extract 1% (18.3%) the addition of the extracts to the chitosan film decreased the solubility.
There was no significant difference (p> 0.05) in PVA due to the concentration of propolis
extract in the films. The addition of the extracts improved the tensile strength and elasticity of
the films. SEM revealed that films with lower concentrations of EP are more regular and
homogeneous. The results also showed that the incorporation of the propolis extract to the films
even at lower concentrations was effective in inhibiting Escherichia coli. In view of the above,
it is suggested that green and red propolis extracts are effective components when combined
with chitosan, providing better results in fundamental properties of edible films and coatings.

Keywords: Antimicrobial activity, biopolymers, natural preservative, biodegradable film.
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1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos, a producdo de filmes e revestimentos comestiveis a partir de bases
poliméricas naturais ganhou interesse de pesquisadores de diversas areas e 0s resultados
representam grandes avangos para cadeia produtiva de alimentos. A razdo principal por tras do
interesse pelos biopolimeros sdo as demandas de consumidores que buscam produtos mais
préximos do natural, sem aditivos sintéticos e também a preocupagdo com o ambiente.

Neste sentido, os biopolimeros comestiveis atendem muito bem estas demandas visto
que sdo de origem natural, de fontes renovaveis e biodegradaveis. Estes biopolimeros sdo
principalmente as proteinas e os polissacarideos (MELO et al., 2017, AMADORI et al., 2015;
DWIVEDI et al., 2014) que podem ser utilizados na matriz de filmes para embalagens ativas
ou como revestimento de alimentos.

Dentre os polissacarideos, a quitosana, produto da desacetilacdo da quitina, composto
presente no exoesqueleto dos crustaceos, se destaca como polimero de qualidade alimentar
(PIEDRAHITA MARQUEZ et al., 2018), pelo grande potencial de formagdo de filme,
atividade antimicrobiana e compatibilidade com outros compostos (SABAGHI et al., 2015).

Hu e Génzle (2018), ressaltam que os efeitos da acdo dos compostos presentes na
quitosana dependem da matriz alimentar e destacam também que os resultados positivos do seu
uso em embalagens ativas e revestimentos de alimentos vao além da capacidade antimicrobiana,
incluem retardo na oxidacdo lipidica, conservacdo da cor e dos nutrientes, manutencdo do
frescor e dos atributos sensoriais.

Atarés et al. (2016) citam que a biocompatibilidade é uma vantagem adicional que
confere aos filmes e revestimentos a capacidade de atuar como veiculo para componentes ativos
de fontes naturais que ao se complementarem otimizam a acao dos filmes e dos revestimentos,
promovendo resultados mais satisfatorios nas propriedades que atuam na conservacao dos
alimentos e aumentando a vida Util destes.

Para potencializar os filmes biopoliméricos sdo incorporados a eles outros compostos
naturais que irdo atuar melhorando as propriedades de barreira, propriedades mecéanicas e a
atividade antimicrobiana e antioxidante (TALON et al., 2017).

A propolis e seus extratos etanolicos sdo fontes de muitas substancias bioativas,
possuindo mais de 200 compostos; o extrato € rico em compostos fenolicos e flavonoides,
principais responsaveis pela atividade antimicrobiana e antioxidante. E importante ressaltar que
a composicdo da propolis é varidvel, depende de questdes sazonais, geogréficas e da origem

botanica coletada pelas abelhas (CAMPOS et al., 2014), neste sentido, os fenolicos totais,
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flavonoides e a atividade antioxidante também s&o variaveis em quantidade e por consequéncia
em agéo.

A combinacdo do extrato de propolis com a quitosana pode conferir ao material
elaborado caracteristicas interessantes associadas as propriedades de barreira, mecéanicas, de
atividade antimicrobiana e antioxidante. Havendo sinergia entre os compostos, o material
obtido poderé ser uma alternativa para melhorar a conservacao dos alimentos, prolongar a vida
de prateleira e manter caracteristicas sensoriais.

Diante do exposto, objetivou-se com o presente estudo obter e caracterizar revestimentos
comestiveis a base de quitosana incorporados de diferentes concentragdes de extrato de prépolis
vermelha e extrato de propolis verde.

2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido na Universidade Federal Rural do Semi-Arido, Mossoro-
RN. Os extratos foram preparados no Laboratorio de Analises Instrumentais e Sensoriais
LANIS, a elaboracéo e obtencéo dos filmes foi realizada no Laboratorio de Processos Quimicos
LPQ, no Laboratdrio de Pds-Colheita foram realizadas as analises de caracterizacdo do extrato
de propolis, cor, PVA, espessura e solubilidade dos filmes. Dando continuidade a caracterizagdo
dos filmes, as anélises mecénicas foram conduzidas no Laboratdrio de Ensaios Mecénicos, a
Microscopia Eletrénica Varredura (MEV) foi realizada no Laboratério de Microscopia
Eletrénica de Varredura e por fim, as analises microbiologicas dos filmes foram realizadas no

Laboratdrio de Inspecdo de produtos de origem animal LIPOA.

2.1 Obtencdo dos extratos de propolis

As amostras de propolis verde e vermelha foram fornecidas por apicultores de Minas
Gerais e Alagoas, respectivamente.

A propolis bruta foi submetida a pré-limpeza para retirada de fragmentos e eventuais
impurezas, foi lavada e seca a temperatura ambiente por 24 horas, apés isto, foi embalada em
sacos de polietileno e armazenada em freezer a temperatura de -5 °C durante 12 horas.

Os extratos foram obtidos a partir da metodologia proposta por Silva (2003) com
adaptaces. A propolis verde e vermelha foram trituradas, pesadas em porgdes de 300g,
acondicionadas cada uma em recipiente de vidro ambar com capacidade para 1 litro e

dissolvidas em 700 ml de alcool etilico de cereais (alcool etilico de arroz) a 70% (v/v). A
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mistura foi agitada manualmente, por um minuto, a cada trés dias, durante um més e
armazenada em temperatura ambiente. Apos este periodo, filtrou-se a suspensdo em papel de

filtro para obtencdo dos extratos hidroalcoolicos das prépolis.

2.2 Caracterizagdo dos extratos

2.2.1 Atividade antioxidante

A atividade antioxidante foi mensurada de acordo com o método de redugéo do radical
livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH), descrito por Velazquez et al. (2003), com algumas
modificagdes. Em uma aliquota de 1 mL de cada diluicdo (2-10 uL/mL) do extrato obtido foi
adicionado 1,5 mL de DPPH (0,029 mg/mL) e, ap0s agitacdo, os tubos foram deixados em
repouso ao abrigo da luz por 15 minutos. As leituras de absorbancia foram realizadas através
do espectrofotdometro Gehaka modelo UV-340G a 517nm utilizando 1 mL de metanol e DPPH
como controle. A atividade antioxidante dos extratos foi obtida considerando o percentual de
inibicdo do radical DPPH, calculado conforme equacdo: Inibicdo (%) = [(Abs. controle — AbS.
amostra) / ADS. controle] X 100.

2.2.2 Fendlicos totais

Compostos fenolicos totais (CFT) foram determinados conforme a metodologia de
Meda et al. (2005), através do uso do reagente Folin-Ciocalteau. Foi retirada uma aliquota de
0,5 mL do extrato de prépolis (20 ppm) e adicionou-se 2,5 mL do reagente Folin-Ciocalteau
(0,2 N) em tubo de ensaio, ap6s 5 minutos, colocou-se 2 mL de carbonato de sddio (75g/L) e
em seguida as amostras foram mantidas em repouso por 2 h ao abrigo da luz. A absorbancia foi
medida em espectrofotometro Gehaka modelo UV-340G a 760nm, utilizando como branco
metanol/H»0 1:1. Os resultados obtidos foram extrapolados em curva de calibragéo obtida com
padrdo acido galico (20 a 200 ppm), e expressos em mg equivalente acido galico (EAG)/g de

extrato de propolis.

2.2.3 Flavonoides

A concentracdo de flavonoides foi determinada conforme metodologia descrita por

Meda et al. (2005) e Ahn et al. (2007), com adaptacGes. Uma aliquota de 5,0 mL da mesma
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solucdo preparada para obtengdo do teor de fendlicos totais (item 2.2.2) foi misturada com 5
mL de cloreto de aluminio (2%), em tubo de ensaio. Apds 10 minutos, a absorbancia foi lida
em espectrofotdometro Gehaka modelo UV-340G em um comprimento de onda de 415 nm,
utilizando como branco metanol para cada amostra. Uma curva de quercetina (5 a 50mg/L) foi
usada como padrdo. O contetdo de flavonoides foi expresso em mg equivalente de quercetina
(EQ)/g de extrato de prépolis.

2.3 Preparacao das solucdes filmogénicas e obtencao dos filmes

As solucgdes filmogénicas foram elaboradas a partir da solugdo de quitosana contendo
1,5% de quitosana e 0,3% de glicerol, dissolvidos em &cido acético a 1% (p/v). As misturas
foram gelatinizadas a temperatura ambiente utilizando agitadores magnéticos por 24 horas,
apos isto, incorporou-se individualmente os extratos de prépolis verde e vermelha nas
proporcdes 0,12%, 0,25%, 0,50%, 1,0% e 2,0% (v / v) sob agitacdo por 30 minutos, as misturas
obtidas foram filtradas logo apos.

Os filmes foram produzidos seguindo a técnica de evaporacdo do solvente ou casting,
60 mL das solugdes filmogénicas foram depositadas sobre bandejas de acrilico de 15 x 15 cm
(Figura 1) para evaporagdo total do solvente durante 4 £ 1 h, em estufa com circulagéo e
renovacao de ar a 40 °C. Em seguida, os filmes foram removidos cuidadosamente das bandejas

com o auxilio de pinga inox.

Figura 1. Obtencao dos filmes pela técnica de casting.

A: Filme ainda na bandeja; B: Filme retirado da bandeja.
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2.4 Caracterizagao dos filmes

2.4.1 Cor e Opacidade

Para medir a cor dos filmes utilizou-se um colorimetro Konica Minolta Sensing Inc.
Japdo, Color Reader modelo CR-10 de acordo com a metodologia descrita por Fakhouri et al.
(2015). As anélises foram realizadas, utilizando os padrdes CIELab, identificados pelos
seguintes atributos: L* [luminosidade (O - preto, 100 - branco)], a* [de verde (-) ao vermelha
(+)], e b* [de azul (-) a amarelo (+)].

A opacidade foi calculada através da relagédo entre a opacidade do filme colocado sobre
um padrao preto e a opacidade do filme colocado sobre um padrdo branco (ZAVAREZE et al.,

2012). Calculado pela equacdo: Y = Ypreto / Ybranco x 100.

2.4.2 Espessura

A espessura dos filmes foi determinada com o auxilio de um micrémetro digital
Mitutoyo 0-25x0,001mm em 5 posi¢Oes aleatdrias dos filmes, proximos a regido central, onde
tem-se maior regularidade, em relagdo as extremidades. O resultado foi expresso em mm, pela
média dos cinco pontos (LUCHESE et al., 2015).

2.4.3 Solubilidade em agua

Para determinacéo da solubilidade utilizou-se a metodologia descrita por Ge et al. (2015)
com adaptac6es. Foram feitas amostras de 2 cm de didmetro nos filmes, em quintuplicata, as
amostras foram secas em estufa a 105°C por 1h e pesadas em uma balanca de precisdo para a
determinacédo de sua massa inicial (m;). Em seguida, as amostras foram imersas em 50 mL de
agua destilada e mantidas sob agitacdo mecénica por 24h a 26 °C. Apés as 24 h, os filmes foram
secos em estufa a 105 °C e pesados para a determinacdo da massa final (my). A matéria soltvel

foi dada pela equagédo: S = ((mi - ms) x 100) / m;.

2.4.4 Permeabilidade ao Vapor de Agua (PVA)

A permeabilidade ao vapor de agua (PVA) foi determinada segundo o método proposto

por Zhao et al. (2018) com adaptacdes e em quintuplicata. As amostras cortadas em circulo



42

(didmetro = 5,3 cm) foram utilizadas para vedar a abertura das células de permeacdo contendo
agua destilada. Os conjuntos célula-filme foram mantidos em dessecador com silica, com
umidade a 10% e temperatura = 28 °C. A massa dos sistemas foi medida a cada hora durante
12 h e a PVA determinada através da equagdao: PVA = (TPVA x H) / AP.

Onde: TPVA: taxa de permeabilidade ao vapor (g/m2.h), calculada a partir do
coeficiente linear da reta dividido pela area de transferéncia (m?), H: espessura do filme (mm),

AP: diferenca de pressao parcial (kPa). Os resultados foram expressos em g.mm/h.kPa.m?.

2.4.5 Propriedades mecéanicas

As propriedades mecénicas dos filmes, médulo de elasticidade, tensdo na ruptura e
elongacdo na ruptura foram determinadas através de testes de tracdo em maquina de ensaio
universal (DL5000/10000 Series EMIC 23), operando segundo a norma ASTM D-882-91. Os
corpos de prova foram cortados em tiras (70 mm de comprimento x 5 mm largura) e fixadas em
sonda especifica, a distancia de separacao foi fixada em 100 mm e a velocidade do teste em 50

mm/s. Os ensaios foram realizados em quintuplicata.

2.4.6 Microscopia de varredura eletrénica (MEV)

Foram feitas eletromicrografias dos filmes (superficie e secdo transversal), com
dimensdes de 50 pum, obtidas apos metalizacdo das amostras com ouro (camada de 5 nm),
utilizando-se um Microscépio Eletrénico de Varredura Modelo VEGA 3 LMU. Para realizacao
da analise, as amostras foram fixadas a stubs com auxilio de fitas de carbono, pinca e tesoura.
Os aumentos utilizados foram de 1000, 2000 e 5000 vezes a uma tensédo de 10 KV, com

magnitude de 1KXx.

2.5 Atividade antimicrobiana

Para a analise antimicrobiana foram utilizadas as linhagens Salmonella typhimurium
(ATCC 14028), Escherichia coli (ATCC 25922) e Staphylococcus aureus (ATCC 25923).
Estas encontravam-se suspensas em caldo Brain Heart Infusion - BHI e foram reativadas
utilizando o mesmo meio de cultura. Para atingir o padrdo de 0,5 de turvacdo da suspensao
bacteriana na escala de McFarland utilizou-se a leitura de densidade éptica a 600 nm (OD600)

por espectrofotometria.
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Os discos de papel filtro esterilizados foram embebidos nas solugdes filmogénicas, nas
concentragdes testadas (SILVA et al., 2006) e colocados em placas de petri semeadas com
indculos das cepas padronizadas. Foi utilizado como controle positivo para bactérias gram-
positivas (S. aureus) Cefalexina 30 g e para gram-negativas (E. coli e S. typhimurium)
Ampicilina 10 pg como controle negativo utilizou-se agua destilada. As placas foram invertidas
e incubadas a 36 °C durante 24 h. Em seguida, foram medidos os halos de inibi¢cdo com auxilio
de paquimetro. Para verificar a atividade antimicrobiana dos extratos utilizou-se os parametros
estabelecidos pelo European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST,
2020).

A sensibilidade aos antimicrobianos foi avaliada de acordo com o tamanho do halo de
inibicdo sendo classificados como: Ndo Ativo: menor que 9 mm; Atividade Parcial: 9-14 mm;
Ativo: maior que 14 a 17 mm, e Muito Ativo: maior que 17 mm (AYRES et al., 2008).

2.6 Analise estatistica

Os dados foram submetidos a analise de variancia pelo teste F ao nivel de 5% de
probabilidade. As médias foram agrupadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Os dados
foram analisados utilizando o software estatistico R.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracterizacao dos extratos de propolis

O teor de CFT encontrado no extrato de prépolis verde (Tabela 1) foi mais elevado do
gue o encontrados no extrato de propolis vermelha. Variagdes nos teores de CFT ocorrem em
funcdo de diferentes fatores, e nos dois tipos de extratos de prépolis utilizados nesse estudo,
essa diferenca esta associada principalmente a sua origem botanica. De modo geral, as variacdes
ocorrem em funcéo da flora e regido da coleta, sazonalidade da coleta da resina e genética da
abelha rainha (ALVES; KUBOTA, 2013).

O extrato de propolis verde apresentou teores mais altos de flavonoides, 11,97 mg EQ/g
enquanto que no EPVM este valor foi de 6,34 mg EQ/g. A determinacdo e quantificacdo do
teor de flavonoides é de extrema importancia quando se busca a utilizacdo de extratos vegetais
como antimicrobiano natural, ja que a atividade antimicrobiana desses extratos, inclusive do

extrato de propolis, esta associada a este composto (BURDOCK, 1998). Quando empregado na
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composic¢do de revestimentos comestiveis, € importante que exista sinergia entre 0s compostos
fendlicos e os compostos presentes na base polimérica utilizada para que se obtenha resultados

satisfatorios na manutencao da qualidade do alimento.

Tabela 1. Teores médios de compostos fendlicos totais, flavonoides e atividade antioxidante
em extrato de propolis verde e extrato de prépolis vermelha, Mossor6-RN, 2021.

Analises
Extratos CFT FLA AA
(mg EAG/g) (mg EQ/Qg) (CEso pg/mL)
EPVD 48,87 + 0,30 11,97 £ 0,28 6,87 + 0,02
EPVM 21,47 + 0,08 6,34 + 0,09 5,10 + 0,00

Resultados apresentados em média + desvio padrdo (n=2). EPVD: Extrato de propolis verde; EPVM: Extrato de
prépolis vermelha; CFT: Compostos fendlicos totais; FLA: Flavonoides; AA: Atividade antioxidante; EAG:
equivalente de 4cido gélico; EQ: equivalente de quercetina; CEso: Concentragéo efetiva.

Assim como o teor de flavonoides, a determinacao da atividade antioxidante de extratos
vegetais € imprescindivel quando se busca a aplicacdo destes em alimentos ou como
componente de revestimentos comestiveis com o objetivo de conservar o alimento e aumentar
a vida de prateleira.

A concentracéo efetiva — CEso determina a concentragéo efetiva de extrato de propolis
necessaria para reduzir em 50% a concentracdo inicial de DPPH (GUTIERREZ-
GONCALVES; MARCUCCI, 2009). O EPVM apresentou menor CEso (5,10 pg/mL) e,
portanto, maior capacidade antioxidante quando comprada com o EPVD (6,87 pug/mL).

No geral, o extrato de préopolis verde apresentou melhores resultados de fendlicos totais
e flavonoides enquanto que o extrato de prépolis vermelha apresentou melhores resultados de
atividade antioxidante. De acordo com Roesler et al. (2007), a interagdo de outros compostos
ndo fendlicos, como por exemplo proteinas, com o reagente de Folin Ciocalteau, pode interferir
na analise e aumentar o teor de fendlicos totais determinado por este método analitico; ainda
segundo 0s mesmos autores, 0 baixo teor de compostos fendlicos e uma alta atividade
antioxidante pode estar relacionada a outros compostos ndo mensurados que contribuem para

aumentar a atividade antioxidante.

3.2 Caracterizacao dos revestimentos

A aparéncia € um fator decisivo na aquisi¢cdo de um alimento, e para 0 consumidor, a

cor é um dos atributos sensoriais mais relevantes na hora da compra de pescados e carnes em
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geral, dessa forma, é importante que as propriedades dpticas dos revestimentos comestiveis ndo
interfiram na cor caracteristica do alimento recoberto.

Na Figura 2 é possivel observar a aparéncia visual do filme de quitosana 1,5% e demais
filmes obtidos a partir da incorporacdo de diferentes concentracdes de extrato de propolis verde
e vermelha & quitosana. Pode-se observar ainda que os filmes produzidos com maior

concentracdo de extrato de propolis apresentaram coloragdo mais escura.

Figura 2. Aparéncia visual de filmes obtidos a partir da incorporacdo de diferentes percentuais
de extrato de propolis verde e vermelha a quitosana.
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Fonte: propria do autor (2020). Q: Quitosana; EPVD: extrato de prdpolis verde; EPVM: extrato de prépolis
vermelha.

Quanto a luminosidade, houve reducdo a medida que a concentracdo de extrato de
propolis verde e vermelha incorporado a quitosana aumentou (Figura 3 a). Os valores de L*
diferiram entre os tratamentos nas concentragdes 0,25%, 0,50%, 1,0% e 2,0%. Os menores
valores de L* foram observados nos filmes com incorporagdo de 1,0 e 2,0% extrato de propolis
vermelha (41,40 e 31,97). O filme Q apresentou indice de 77,47 sendo, portanto, a maior
luminosidade encontrada.

Nos filmes QPVD (Figura 3 b), em especial, as concentracfes 0,25% e 0,50%
apresentaram valores negativos (-2,1 e -2,9) e, portanto, tenderam ao verde enquanto que nos
filmes QPVVM observou-se valores positivos e maiores em todas as concentracOes dessa forma,
tendendo ao vermelha.

O b* quando negativo representa coloragédo azul e quando positivo representa amarelo,
os valores de b* (Figura 3 c) encontrados nos filmes QPVD e QPVM foram todos positivos o

gue indica a predominancia da cor amarela sendo os valores mais altos encontrados em QPVD.
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Estes resultados estdo associados a coloragdo caracteristica dos extratos e podem indicar
que os filmes com menores concentracdes de extrato de prdpolis, quando se trata da variavel
cor, sdo os mais indicados para aplicacdo em alimentos, pois além de melhores resultados de
luminosidade a possibilidade de causar alteracGes na cor caracteristica do alimento recoberto

serd menor ou nula.

Figura 3. Dados da varidvel cor (parametros L* a* b*) em revestimentos de quitosana
incorporados com diferentes concentragdes de extrato de propolis verde e propolis vermelha.
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* Diferente estaticamente de acordo com o teste de Tukey (p<0,05). QPVD: quitosana + extrato de prépolis verde;
QPVM: quitosana + extrato de propolis vermelha; Q1,5%: quitosana 1,5% (tratamento adicional - controle).

A opacidade (Figura 4 a) variou significativamente (p < 0,05) em funcdo da
concentracdo do extrato de propolis incorporado, no entanto, ndo houve variagdo quando a
incorporacédo de EPVD foi de 0,12% 0,25% e 0,50% sendo estes também os filmes com menor
indice de opacidade. Vale ressaltar que o valor encontrado em QPVD 0,12% (47,40) foi o mais
préximo do resultado encontrado no filme Q (46,29). Pinheiro et al. (2010), alertam para o fato
de que quanto maior a opacidade, menor sera a quantidade luz atravessando o filme, atuando
como uma barreira entre a luz e o alimento.

Quanto a espessura, 0s valores aumentaram com o aumento da concentracdo de EP
(Figura 4 b), variando de 0,046 a 0,081 nos filmes QPVD e 0,035 a 0,076 nos filmes QPVM.
Os maiores valores foram encontrados quando a incorporacdo do extrato a quitosana foi de
1,0% e 2,0%. De um modo geral, 0 aumento na opacidade acompanhou o aumento da espessura
dos filmes. Sobral (2000) em seu estudo sobre a influéncia da espessura nas demais
propriedades funcionais dos filmes, destaca que € importante avaliar as interferéncias da

espessura embora muitas vezes esta ndo seja considerada.
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Figura 4. Dados das varidveis opacidade e espessura em revestimentos de quitosana
incorporados com diferentes concentracdes de extrato de prépolis verde e prépolis vermelha.
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* Diferente estaticamente de acordo com o teste de Tukey (p<0,05). QPVD: quitosana + extrato de prépolis verde;
QPVM: quitosana + extrato de propolis vermelha; Q1,5%: quitosana 1,5% (tratamento adicional - controle).

A solubilidade em agua dos filmes (Tabela 2) foi influenciada de forma significativa (p
< 0,05) pela concentracdo de EP incorporada a quitosana. Esta variavel foi maior no filme Q
(23,36%) enquanto que os menores valores foram encontrados nos filmes QPVD 0,50%
(20,0%) e QPVM 1% (18,3%).

Segundo Pelissari et al. (2013), ndo existe um valor ideal para a solubilidade, é
necessario avaliar de acordo com o que se deseja do filme. Vicentini (2003), relata que quanto
maior a solubilidade menor sera a resisténcia do filme a &gua ou ambientes Umidos, portanto,
entende-se que a incorporacdo do EPVD e EPVM melhorou a solubilidade dos filmes
viabilizando o seu uso em alimentos com alto teor de umidade.

A PVA é uma importante propriedade para a escolha de um revestimento devido a sua
estreita relacdo com as reacgdes de deterioragdo dos alimentos (PEREDA et al., 2012; AHMADI
et al., 2012). Na Tabela 2 é possivel observar que ndo houve diferenca significativa (p < 0,05)
em funcdo da concentracdo de EP nem entre os tratamentos. Segundo Dick et al. (2015) a
permeabilidade ao vapor de agua sofre interferéncia da espessura do filme e para Muller et al.

(2008) a PVA esta relacionada com a solubilidade da agua na matriz do filme.
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Tabela 2. Dados das varidveis solubilidade e permeabilidade ao vapor de &gua (PVA) em
revestimentos de quitosana incorporados com diferentes concentracfes de extrato de propolis
verde e propolis vermelha, Mossor6-RN, 2021.

Concentracdo Solubilidade (%) PVA (g.mm/h.Kpam?)

(%) QPVD QPVM QPVD QPVM
0,12 22,7 aA 20,6 DA 023 aA 044 aA
0,25 21,2 aAB 220 aA 03 aA 030 aA
0,50 20,0 aB 20,4 aAB 030 aA 032 aA
1,00 22,5 aA 18,3 bC 037 aA 043 aA
2,00 21,1 aAB 18,6 bBC 040 aA 047 aA
Q1,5% 24,6 0,29

Letra minuscula na horizontal e mailscula na vertical, ndo diferem estaticamente de acordo com o teste de Tukey
(p<0,05). QPVD: quitosana + extrato de propolis verde; QPVM: quitosana + extrato de prdpolis vermelha; Q1,5%:
quitosana 1,5% (tratamento adicional - controle); PVA: permeabilidade ao vapor de agua.

As propriedades mecénicas (Tabela 3) variaram (p < 0,05) em fun¢do da concentracdo
do EP incorporado.

Nos filmes QPVD a resisténcia a tracdo (RT) foi maior nos filmes com menor
concentracdo de EP ja nos filmes QPVM ndo houve diferenca estatistica em funcdo da
concentracéo de extrato. Os filmes que apresentaram menores valores de ER foram de 1,0% e
2,0% de concentragdo e, portanto, sdo também os menos resistentes. Estes resultados indicam
que incorporacdo de EP em concentragdes mais baixas conferiu mais resisténcia aos filmes.
Taldén et al. (2017), argumentam que o desempenho mecéanico de um filme depende da interacédo
entre o composto ativo incorporado e a matriz polimérica.

Em seu estudo, Hoque et al. (2011) observaram aumento da RT em filmes a base de
gelatina com incorporacdo de extrato de canela, cravo e estrela de anis, eles relatam que este
comportamento estd relacionado com a interacdo dos compostos fendlicos presentes nos
extratos com a matriz polimérica.

A capacidade méaxima que um filme suporta ao ser esticado até o seu rompimento é dada
pela elongacdo na ruptura - ER (OZDEMIR; FLORQOS, 2008), neste estudo, os filmes com
maior concentracdo de EP apresentaram menor percentual de ER, logo, os filmes mais flexiveis
foram EPVM 0,50% (52,81), Q (34,69) e EPVD 0,25 % (29,80).

O modulo de elasticidade se refere a rigidez do filme, quanto maior o ME maior sera a
rigidez do material e menor serd a flexibilidade do filme (ROTTA; MINATTI; BARRETO,
2011). Os filmes diferiram estatisticamente (p < 0,05) em funcdo da concentracdo de EP
incorporada a quitosana. Os filmes com menor concentragdo de extrato de propolis
apresentaram menores valores de ME, QPVD 0,25% (1,44 Mpa) e QPVM 0,50% (0,60 Mpa)
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foram os filmes mais flexiveis. Corréa et al. (2011) relataram aumento na resisténcia a tracao e
modulo de elasticidade em filmes a base de pectina com incorporacdo de 5% de extrato de

prépolis vermelha em comparacao com filmes sem incorporacgédo do extrato.

Tabela 3. Dados das propriedades mecanicas de revestimentos de quitosana incorporados com
diferentes concentragdes de extrato de propolis verde e prépolis vermelha, Mossor6-RN, 2021.

Concentracdo RT (Mpa) ER (%) ME (Mpa)

(%) QPVD QPVM QPVD QPVM QPVD QPVM
0,12 48,90 aA 4385 aA 2890 bA 4111 aB 180 aCD 1,06 aB
0,25 42,94 aA 3221 aA 29,80 aA 3264 aB 144 aD 102 aB
0,50 41,51 aA 31,24 aA 14,19 bB 52,81 aA 2,98 aBC 0,60 bB
1,00 15,86 bB 33,48 aA 386 aB 959 aC 413 aB 352 aA
2,00 17,82 aB 29,18 aA 309 aB 875 aC 585 aA 337 DbA
Q1,5% 22,97 34,69 0,66

Letra minuscula na horizontal e maidscula na vertical, ndo diferem estaticamente de acordo com o teste de Tukey
(p<0,05). RT: Resisténcia a tracdo; ER: Elongacdo na ruptura; ME: modulo de elasticidade; QPVD: quitosana +
extrato de propolis verde; QPVM: quitosana + extrato de propolis vermelha; Q1,5%: quitosana 1,5% (tratamento
adicional — controle).

A partir da microscopia eletronica de varredura — MEV (Figura 5) € possivel investigar
caracteristicas dos filmes através das microestruturas das superficies e secfes transversais e
compreender a interacdo entre as propriedades de barreira e propriedades mecanicas dos filmes
(PAIVA et al., 2020).
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Figura 5. Micrografias da superficie e sessdo transversal de filmes de quitosana 1,5%
incorporados com diferentes concentracoes de extrato de préopolis verde e propolis vermelha.

QPVD 1% 1 QPVD 2%

QPVMO,1% QPVM0,25% 100 ym QPVMO,5%

QPVM 2%

QPVD: quitosana + extrato de propolis verde; QPVM: quitosana + extrato de propolis vermelha; Q1,5%: quitosana
1,5% (tratamento adicional — controle).



51

As micrografias dos filmes Q 1,5%, QPVD e QPVM 0,1%, 0,25% mostraram matrizes
mais compactadas, homogéneas e sem rachaduras aparentes, nos filmes QPVD e QPVM 0,5%,
1% e 2% nota-se que conforme a concentracdo de extrato aumentou na formulacao a superficie
dos filmes se tornou ligeiramente asperas e rugosas com micro poros e aglomeracdo de
particulas, observadas principalmente nas micrografias da sessdo transversal dos filmes, esse
comportamento, de acordo com Paiva et al. (2020) sugere que houve separagéo de fases entre
0s componentes dos filmes.

Observou-se atividade inibitdria parcial para Salmonella Typhimurium (Tabela 4) em
PVD 0,5% e QPVM 0,5% e para Staphylococcus aureus em QPVM 1,0% e 2,0%. Os filmes de
quitosana combinados com extrato de prépolis vermelha se mostraram efetivos na inibicdo de
Escherichia coli nas concentracgdes 0,25%, 0,50% e 1,0%, demonstrando que a combinacédo de
EP com a quitosana potencializou a atividade antimicrobiana frente a esta cepa uma vez que o

filme individual de quitosana mostrou-se néo ativo para esta cepa.

Tabela 4. Atividade antimicrobiana de extrato de prépolis verde e vermelha e revestimentos de
quitosana incorporados com diferentes concentracdes de extrato de propolis verde e propolis
vermelha, Mossor6-RN, 2021.

Salmonella Typhimurium (ATCC — 14028)

Concentracéo

(%) PV/D C QPVD C PVM C QPVYM C Ql5% C Alxgp C
0,12 75+0,7 NA 6703 NA * - 75%07 NA
0,25 80+x14 NA 67203 NA 7000 NA 75+£0,7 NA
0,50 95+35 AP 65%0,7 NA * - 95+35 AP 7,7+11 NA 234 MA
1,00 75+0,7 NA * - 75%£0,7 NA * -
2,00 70£00 NA * - 6,7£0,7 NA * -

~ Staphylococcus aureus (ATCC — 25923)

Concentragéo CEE

(%) PV/D C QPVD C PVYM C QPVYM C Q15% C o C
0,12 * - 75+£0,7 NA * - 6,7+0,4 NA
0,25 * - 82+25 NA 80%x14 N 72+£11 NA
0,50 * - 80x14 NA * - 70x£0,0 NA 75%x14 NA 225 MA
1,00 * - 75+£0,7 NA * - 90+x14 AP
2,00 * - 80+14 NA 80+28 NA 110+28 AP

N Escherichia coli (ATCC —25922)

Concentragéao AMP

(%) PVD C QPVYD C PVM C QPYM C Q15% C g C
0,12 * - 75+0,7 NA 6704 NA 72+11 NA
0,25 * - 75+0,7 NA 9507 AP 95%07 AP
0,50 * - 70x14 NA * - 9000 AP 66+02 NA 198 MA
1,00 6,7+04 NA 80x00 NA 82+25 NA 90+x14 AP
2,00 100+42 AP 85+0,7 NA 67+04 NA 75+07 NA

Resultados apresentados em média * desvio padrdo (n = 2). Medida do halo (mm). *N&o houve inibi¢do. PVD:
Extrato de propolis verde; PVM: Extrato de propolis vermelha; QPVD: quitosana + extrato de prépolis verde;
QPVM: quitosana + extrato de propolis vermelha; Q1,5%: quitosana 1,5% (tratamento adicional — controle); C:
Classificacdo; NA: Ndo Ativo; AP: Atividade Parcial; MA: Muito Ativo; AMP: Ampicilina; CFE: Cefalexina.
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Fernandes Junior et al. (1997), observaram em seus estudos que bactérias Gram
negativas foram menos susceptiveis ao extrato de prépolis do que as bactérias Gram positivas
e que a prépolis, mesmo em baixas concentracdes, é capaz de promover efeito bacteriostatico.

Kacaniovéaet al. (2012), ao avaliarem a atividade antimicrobiana de extratos metandlicos
e etanolicos de prdpolis contra bactérias patogénicas, fungos e leveduras encontraram maiores
halos de inibicdo frente a cepas de E. coli. Os maiores halos encontrados QPVM podem estar
relacionados a sinergia entre a quitosana e os extratos, Al-waili et al. (2012) relatam que a
atividade sinérgica da propolis associada a diversos antimicrobianos, pode ser uma alternativa
natural frente aos microrganismos mais resistentes.

A atividade antimicrobiana dos extratos em baixas concentragdes € um ponto positivo
uma vez que em altas concentrag¢fes o extrato de propolis pode causar alteracdes na cor e no

sabor dos alimentos.

4 CONCLUSAO

A incorporacdo do extrato de propolis promoveu aos filmes produzidos melhores
resultados nas propriedades de barreira, especialmente solubilidade. Nas propriedades
mecanicas, as concentracbes mais baixas de EP proporcionaram filmes mais flexiveis,
potencializaram a capacidade antimicrobiana da quitosana e se mostrou efetivo na inibicéo de
Escherichia coli. A combinacdo da quitosana com o extrato de propolis pode ser uma op¢ao

promissora para elaboracdo de embalagens ativas.
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REVESTIMENTO DE QUITOSANA COMBINADO COM EXTRATO DE PROPOLIS
VERDE NA QUALIDADE DO CAMARADO Litopenaeus vannamei RESFRIADO

RESUMO

Objetivou-se neste trabalho avaliar o efeito do revestimento de quitosana combinado com
extrato de propolis verde como antioxidante e antimicrobiano natural na qualidade do camaréo
branco armazenado sob refrigeragdo. Para isto, foi preparada uma solucao de extrato de propolis
verde a 0,25%, uma solugédo de quitosana a 1,5% e uma solucédo de metabissulfito de sodio a
1,25%. Os camardes foram separados em cinco grupos, grupo controle ou sem tratamento (C),
grupo que recebeu aplicacdo de metabissulfito de sodio (MBS), grupo de revestidos apenas com
a solucdo de quitosana (Q), grupo de revestidos apenas com a solucdo de extrato de prépolis
verde (EPVD) e o grupo de revestidos com a solucéo de quitosana combinada com extrato de
propolis verde (QEPVD). Apo6s a aplicagdo dos tratamentos os camardes foram armazenados
sob refrigeracdo a 4 £ 1 °C por 12 dias. Durante o periodo de armazenamento foram realizadas
andlises fisico-quimicas: pH e TBARS, perda de peso por coccao (PPC), capacidade de retencdo
de 4gua (CRA), textura; Método indice de Qualidade (M1Q) e anélises as microbioldgicas. Os
resultados desse estudo indicaram que houve um efeito sinergético entre a quitosana e o EPVD,
uma vez que os camardes tratados com o revestimento QEPVD, apresentaram melhores escores
nos atributos sensoriais avaliados pelo MIQ, bem como relacionados ao desenvolvimento de
melanose. Além disso, os valores de pH foram mantidos e houve reducédo nos teores de TBARS,
ndo houve diferenca significativa (p > 0,05) para CRA, PPC ja a cor e textura foram
significativamente melhoradas. Houve diminuicao significativa (p < 0,05) na contagem total de
mesdfilos e reducdo nas contagens de Staphylococcus aureus e Escherichia coli nos grupos Q,
EPVD e QEPVD. Assim, estes resultados demonstram que o revestimento de quitosana
combinado com o extrato de prépolis verde pode ser utilizado como uma alternativa aos agentes
antimelanoticos e antioxidantes sintéticos, retardando o desenvolvimento da melanose e
microrganismos, melhorando assim, a qualidade do camardo resfriado.

Palavras-chave: Antimicrobiano natural, antioxidante natural, melanose, pescado, qualidade

do pescado.
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CHITOSAN COATING COMBINED WITH GREEN PROPOLIS EXTRACT IN THE
QUALITY OF SHRIMP Litopenaeus vannamei COOLED

ABSTRACT

The objective of this work was to evaluate the effect of chitosan coating combined with green
propolis extract as an antioxidant and natural antimicrobial on the quality of white shrimp stored
under refrigeration. For this, a 0.25% green propolis extract solution, a 1.5% chitosan solution
and a 1.25% sodium metabisulfite solution were prepared. The prawns were separated into five
groups, control or untreated group (C), group that received application of sodium metabisulfite
(MBS), group of coated only with the chitosan solution (Q), group of coated only with the
solution of green propolis extract (EPVD) and the group of coated with the chitosan solution
combined with green propolis extract (QEPVD). After applying the treatments, the shrimp were
stored under refrigeration at 4 + 1 °C for 12 days. During the storage period, physical-chemical
analyzes were performed: pH and TBARS, cooking weight loss (PPC), water retention capacity
(CRA), texture; Quality Index Method (MIQ) and microbiological analyzes. The results of this
study indicated that there was a synergistic effect between chitosan and EPVD, since the shrimp
treated with the QEPVD coating, showed better scores on the sensory attributes evaluated by
MIQ, as well as related to the development of melanosis. In addition, the pH values were
maintained and there was a reduction in TBARS levels, there was no significant difference (p>
0.05) for CRA, PPC and the color and texture were significantly improved. There was a
significant decrease (p <0.05) in the total mesophilic count and a reduction in the
Staphylococcus aureus and Escherichia coli counts in the Q, EPVD and QEPVD groups. Thus,
these results demonstrate that the chitosan coating combined with the green propolis extract can
be used as an alternative to antimelanotic agents and synthetic antioxidants, delaying the
development of melanosis and microorganisms, thus improving the quality of the chilled
shrimp.

Keywords: Natural antimicrobial, natural antioxidant, melanosis, fish, fish quality.
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1 INTRODUCAO

O camardo se destaca mundialmente por ser um alimento de alto valor comercial e por
possuir caracteristicas nutricionais e sensoriais muito apreciadas. Comumente conhecido como
camardo branco do Pacifico, o Litopenaus vannamei tem como origem a costa do Pacifico no
México, mas é amplamente cultivado em diversos paises (YUAN et al., 2016a) e de grande
importancia econémica no Nordeste do Brasil (ROCHA, 2004).

Apesar do sabor e textura singular o camardo é um alimento de vida util curta, a rapida
deterioracdo se deve as caracteristicas intrinsecas da espécie que podem desencadear alteracdes
de origem bioquimica, microbioldgica ou fisica durante o processamento e estocagem
(ALOTAIBI; TAHERGORABI, 2018).

Um dos problemas mais comuns enfrentados pela cadeia produtiva do camardo ocorre
logo apds a despesca ou captura, quando se inicia o processo de melanogénese, popularmente
conhecido por melanose, ou black spot, cujas as manchas escuras causam escurecimento
progressivo nas articulacdes e no exoesqueleto dos crustaceos (SENAPATI et al., 2017) pela
acao da enzima polifenoloxidase.

O impacto da melanose néo esta relacionado a saude do consumidor, mas sim ao impacto
nos atributos sensoriais do crustaceo, devido a cor e aparéncia desagradavel, dessa forma, afeta
a aceitabilidade e vida util do camardo gerando impacto econdmico negativo (MONTERO et
al., 2001).

Para inibir o desenvolvimento da melanose sdo empregados aditivos (redutores)
sintéticos tais como sulfitos e acido ascorbico, sendo o metabissulfito de sodio o mais utilizado.
No entanto, ha uma preocupacao quanto ao uso dessas substancias, pois os sulfitos usados como
agente antioxidantes e antimicrobianos por exemplo, quando administrados em excesso podem
causar reagdes toxicas em individuos sensiveis e alteracBes sensoriais que comprometem a
qualidade final do produto (FURLAN, 2011).

A quitosana tem sido amplamente utilizada em filmes e revestimentos para conservar
alimentos, incluindo pescado, muito ja se sabe sobre a capacidade antimicrobiana da quitosana,
suas propriedades de formacdo de filmes e biocompatibilidade (BERIZI et al., 2018) que
favorecem o desenvolvimento de revestimentos combinados com conservantes de origem
vegetal por exemplo.

O extrato de propolis por sua vez, destaca-se por possuir ampla atividade antimicrobiana
e propriedades antioxidante atribuidas aos seus compostos quimicos como os polifendis, o0s

flavonoides e os acidos fenolicos (DUMAN e OZPOLAT, 2015) caracteristicas que podem ser
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exploradas para conservar e prolongar a vida de prateleira dos alimentos (ALVES e
KLUBOTA, 2013).

Considerando a seguranca alimentar e as exigéncias dos consumidores no contexto de
mercado atual, a utilizacdo de compostos naturais como a quitosana e 0s extratos vegetais em
revestimentos bioativos como alternativa ao uso de aditivos sintéticos surge como aposta para
otimizar processos antigos, prolongar a vida de prateleira e agregar valor ao pescado mantendo
a qualidade nutricional mais proxima do natural.

Diante do exposto, objetivou-se com esse estudo avaliar a eficiéncia do revestimento de
quitosana combinado com extratos das prépolis verde na qualidade do camardo branco L.

vannamei resfriado.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Solucdes de revestimento

Para a preparacdo da solucdo de metabissulfito de sédio (MBS) 1,25%, o metabissulfito
foi dissolvido e diluido em agua destilada na proporcédo 1 : 2 (p / v). A solucdo de extrato de
prépolis verde (EPVD) 0,25% foi preparada por diluicdo do extrato em &gua destilada. A
solucdo foi mantida sob agitacdo durante 1 h, a temperatura ambiente. O revestimento de
quitosana (Q) e o revestimento de Q 1,5% combinado com EPVD 0,25% (QEPVD) foram

preparados conforme ja citado no Capitulo 11.

2.2 Coleta e tratamento dos camardes

Os camardes (Litopenaeus vannamei) foram adquiridos em uma fazenda no municipio
de Mossord, Rio Grande do Norte. Logo ap6s a despesca foram acondicionados em caixa
isotérmica contendo gelo na proporcdo 1:1 e transportados imediatamente para o Laboratério
de Anélises Instrumentais e Sensoriais - LANIS da Universidade Federal Rural do Semi-Avrido.
Foram lavados e separados aleatoriamente em cinco grupos. O grupo C ndo recebeu nenhum
tipo de tratamento, o grupo MBS foi imerso em uma solugdo de 1,25% de metabissulfito, o
grupo EPVD foi imerso em 0,25% de Extrato de propolis verde, o grupo Q foi imerso em
solucgéo de 1,5% de quitosana e o grupo QEPVD foi imerso na solucdo de 1,5% de quitosana e

0,25% de Extrato de propolis, na proporcdo 1 : 2 (camardo/solucdo), por 30 minutos,
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respectivamente, e drenados por 3 minutos a temperatura ambiente, conforme o fluxograma de
planejamento experimental (Figura 1).

As amostras de cada grupo foram acondicionadas em embalagens plasticas
hermeticamente fechadas, sendo uma para cada dia de andlise, totalizando 10 amostras por
grupo, 5 para anélises microbioldgicas e 5 para fisico-quimicas e armazenadas em refrigeracdo
a4+ 1°C, por 12 dias. Todo processo obedeceu as normas de boas praticas de manipulagéo de
pescado (BRASIL, 2004).

Figura 1. Fluxograma do planejamento experimental
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2.3 Método Indice de Qualidade - MIQ

Para o MIQ foi utilizado o esquema desenvolvido por Gongalves et al. (2015) (Tabela
1), conduzido por cinco avaliadores treinados previamente. As amostras foram avaliadas nos
tempos 0, 3, 6, 9 e 12, os parametros avaliados foram: aroma, presenca de melanose, textura,
aderéncia da cabeca, aderéncia da carapaca e aparéncia geral. Com pontos de demérito variando
de 0 — 36 que somados representam o indice de Qualidade (1Q) das amostras avaliadas. O indice
de Melanose (IM) foi dado pela soma dos pontos de demérito de cada amostra para esta
categoria. As avali¢fes aconteceram no mesmo horario e local em todos os tempos durante todo

0 periodo do experimento.
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Tabela 1. Esquema de MIQ utilizado para avaliar qualidade do camaréo

Parametro de

Qualidade Descricdo Escore

Fresco, suave de algas marinhas 0
Fresco, lembrando o mar (maresia)

Amoniacal fraco

Amoniacal forte, patrido

Ausente

Pouca, pequenos pontos pretos isolados, presentes em até 50% dos
camardes da amostra

Moderada, pequenos pontos pretos isolados, presentes em mais de 50%
dos camardes da amostra

Moderada, manchas pretas presentes em até 50% dos camardes da
amostra

Muita, manchas pretas presentes em mais de 50% dos camardes da
amostra

Muita, manchas pretas presentes em 100% dos camarfes da amostra
Normal

Aroma

N oo b

SN

Melanose

»

Textura

Amolecida

Aderéncia da
Carapaca

Fortemente aderida
Aderéncia média
Aderéncia fraca

Aderéncia da
cabeca ao
corpo

Fortemente aderida
Aderéncia média
Aderéncia fraca

Aparéncia
Geral

Excelente
Otima
Boa

Ruim
Péssima
Inaceitavel

SBook~rnvolrNvOolhNvONMOE ©

indice de Qualidade (1Q)

0-36

Fonte: Gongalves et al. (2015)

2.4 Analises fisico-quimicas
2.4.1 Potencial hidrogeni6nico (pH)
O pH das amostras foi determinado de acordo com a metodologia estabelecida pelo

AOAC (2016) com auxilio de um medidor de pH da marca Tecnal modelo R-TEC-7

devidamente calibrado.

2.4.2 Substancias Reativas ao Acido Tiobarbitdrico (TBARS)
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Para o teste de TBARS, foi utilizado 0,5 g de camardo previamente macerado, com
adicdo da solucdo estoque (&cido tiobarbiturico a 0,375%, &cido tricloroacético a 15% e HCl a
0,25 mol.L1) e quando positivas as amostras desenvolvem a cor rosa durante o aquecimento. A
absorbancia da solucéao foi determinada em 532nm contra o branco. A quantidade de TBARS

foi expressa em miligramas de malonaldeido por kg de camardo (AMSA, 2012).

2.4.3 Capacidade de Retencdo de Agua (CRA)

A CRA foi determinada de acordo com metodologia descrita por Hamm (1960) que se
baseia na medicdo da perda de &gua liberada pela amostra quando submetida a uma presséo
sobre o tecido muscular. A quantidade de agua livre da amostra foi obtida pela diferenca entre

o0 peso inicial e final expressa em porcentagem de peso perdido da amostra inicial.

2.4.4 Perda de Peso por Cocgdo (PPC)

Para determinacdo da PPC as amostras foram pesadas e submetidas a coc¢do em grill,
onde a temperatura interna do musculo ficou em torno de 75°C, apds isto, as amostras foram
retiradas do grill e pesadas novamente. O resultado foi dado em porcentagem de perda de dgua
durante o processo térmico (OSORIO et al., 1998).

2.4.5 Forca de Cisalhamento (FC)

A forga de cisalhamento foi mensurada por meio de um TEXTURE ANALYZER TA-
XT-125, acoplado ao dispositivo Warner-Bratzler, o qual expressa a forca em kgf/cm? (HAMM,
1960).

As analises acima citadas foram realizadas em triplicata aos 0, 3, 6 e 9 dias de

armazenamento.

2.4.6 Cor

A cor foi avaliada aos 0, 3, 6, 9 e 12 dias, através do colorimetro Konica Minolta, CM-
700d/600d (Sistema CIE L*a*b*), cujo sistema considera as coordenadas: L* (luminosidade),
que representa a luminosidade em uma escala de 0 (preto) a 100 (branco); a* (teor de vermelho),

que varia de valores negativos para tons de verde a positivos para vermelho; e b* (teor de
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amarelo), que varia de valores negativos para azul e valores positivos para amarelo (ZHANG
etal., 2015).

2.5 Analises microbioldgicas

As andlises microbioldgicas foram realizadas nos dias 0, 3, 6 e 9 de armazenamento
refrigerado a 4 + 1 °C. Foram previamente pesadas 25¢g da amostra de forma asséptica e
transferidas para sacos plasticos estéreis, acrescidos com 225 mL de 4gua peptonada tamponada
esteril e posteriormente homogeneizados em “Stomacher” por 2 minutos, obtendo assim a
diluicdo 107, a partir da qual foram obtidas as demais diluicdes até 10 Concluidas as
diluicdes, as amostras foram submetidas as técnicas para determinacdo da presenca de
Salmonella spp. no tempo inicial do experimento, contagem de Staphylococcus aureus e
Escherichia coli (BRASIL, 2017) nos tempos inicial e final. Também foram realizadas a
contagem total de psicrotroficas e de bactérias aerobias mesofilas a cada trés dias durantes nove
dias de experimento utilizando a metodologia recomenda pela American Public Health
Association (DOWNES; ITO 2001).

2.6 Andlise Estatistica

Os dados foram submetidos a analise de variancia pelo teste F ao nivel de 5% de
probabilidade. As médias foram agrupadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Os dados
foram analisados utilizando o software estatistico R.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O Indice de Qualidade (1Q) utilizado para medir a vida Gtil do camar&o indicou perda
significativa (p < 0,05) de qualidade a partir do sexto dia de armazenamento (Figura 2-A), 0
grupo controle apresentou maiores escores em todo o periodo de armazenamento com perda
acentuada no nono dia. O indice de Melanose — IM (Figura 2-B) demonstra que o inicio do
desenvolvimento da melanose se deu a partir do sexto dia no grupo controle enquanto que nos
demais grupos as manchas escuras foram observadas somente a partir do nono dia.

A perda de qualidade sensorial e o desenvolvimento de melanose foram inibidos

significativamente nos tratamentos Q, EPVD e QEPVD em comparagdo com o grupo C (Figura
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2). O escore médio de 1Q e IM aos 12 dias de armazenamento no grupo C foi de 31,6 e 9,2,

enquanto que, no grupo QEPVD foi de 16,0 e 2,0 respectivamente.

Figura 2. Escores de A - indice de Qualidade (1Q) e B - indice de Melanose (IQ) do camar&o
branco (L. vannamei) durante 12 dias de armazenamento resfriado 4 + 1 °C.
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Dados relatados como média + erro padrdo. C: grupo controle; MBS: grupo metabissulfito; Q: grupo quitosana;
EPVD: grupo extrato de propolis verde e QEPVD: grupo de quitosana combinada com extrato de prépolis verde.

Os resultados encontrados a partir do MIQ revelam que as amostras tratadas com
quitosana e extrato de propolis verde se mantiveram com qualidade aceitavel por mais tempo.
Estes resultados sugerem que as propriedades bioldgicas presentes na quitosana que atuam
como antioxidante e antimicrobiano e a capacidade de formacdo de barreira ao oxigénio
(BERIZI et al., 2018; HUANG et al., 2012), combinadas aos compostos fenolicos presentes no
extrato de prépolis verde (DUMAN; OZPOLAT, 2015), foram eficazes na manutencdo da
qualidade sensorial do camarao resfriado inibindo a agcdo das enzimas polifenoloxidase e dos
microrganismos responsaveis pela deterioracdo do camarao.

O pH do camardo fresco no inicio do experimento foi de 6,65 (Tabela 2) com diferenca
significativa (p < 0,05) ao longo dos dias de armazenamento e entre os tratamentos. No geral,
0 camardo tratado com a combinacdo de quitosana e extrato de prdpolis apresentou valores
médios entre 6,65 e 6,95 enquanto que o controle variou de 6,65 a 7,32, demonstrando que 0
aumento no pH foi significativamente inibido com o tratamento de quitosana combinado com
extrato de propolis.

A legislacéo brasileira determina que o pH ideal para camaréo resfriado deve ser inferior
a 7,85 (BRASIL, 2019b). Goswami et al. (2001), relatam que valores de pH em torno de 7,2

indica boa qualidade enquanto que pH entre 7,7 e 7,95 indica baixa de qualidade.
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Todas as amostras mantiveram-se dentro dos limites aceitaveis de pH, no entanto, os
resultados de pH encontrados no tratamento QEPVD indicam que a combinagdo da quitosana
com o extrato de propolis verde pode agir retardando a deterioracdo do camardo uma vez que
segundo Lopez-Caballero et al. (2007), o pH atua como variavel chave para o desenvolvimento

de microrganismos e a¢do enzimatica.

Tabela 2. Valores médios de pH e TBARS das amostras de camardo (L. vannamei) resfriado
submetidas a diferentes tratamentos durante 9 dias de armazenamento, Mossoré-RN, 2021.

Tratamentos
C MBS Q EPVD QEPVD
0 6,65+0,05 aC 6,65+0,05 aB 6,65+0,05 aB 6,65+0,05 aC 6,65+0,05 aC

Variavel Dias

bH 3 7,13+0,07 abcB 7,39+0,12 aA 7,05+0,13 bcA 7,27+0,04 abAB 6,92+0,06 cB
6 7,53+0,07 aA 7,14+0,13 bA 7,19%#0,23 bA 7,07x0,09 bB 7,2£0,34 bA
9 7,32+0,12 abAB 7,40+0,09 abA 7,12+0,02 bcA 7,44x0,19 aA 6,95+0,2 CcAB
0 0,09+0,01 aC 0,09+0,01 aC 0,09+0,01 aC 0,09+0,01 aB 0,09+0,01 aB
TBARS 3 0,08+0,00 bC 0,07+0,01 bC 0,11+0,02 aB 0,07x0,00 bB 0,05+0,01 cC
6 0,13+0,01 aB 0,13+0,00 aB 0,15+0,01 aA 0,12+0,00 aA 0,13+0,00 aA
9 0,22+0,01 aA 0,18+0,00 bA 0,11+0,00 cB 0,09+0,00 dB 0,12+0,00 cA

Dados relatados como média £ desvio padrdo. Mesma letra, mindscula na horizontal e maidscula na vertical, ndo
diferem estaticamente de acordo com o teste de Tukey (p < 0,05). C: grupo controle; MBS: grupo metabissulfito;
Q: grupo quitosana; EPVD: grupo extrato de propolis verde e QEPVD: grupo de quitosana combinada com extrato
de prépolis verde.

A anélise de TBRAS é comumente utilizada para avaliar o grau de oxidag&o lipidica em
alimentos (BOONSUMREJ et al., 2007), no entanto, a legislacdo brasileira ndo contempla
limite maximo para teor de malonaldeido em produtos carneos.

Os valores de TBARS expressos na Tabela 2 demonstram que houve influéncia
significativa (p < 0,05) do tempo de armazenamento e dos tratamentos. Segundo Cadun et al.
(2005), o valor de TBARS em camardo de boa qualidade deve estar em torno de 3,0 mg de
malonaldeido/kg, ndo devendo ultrapassar 5,0 mg de malonaldeido/kg. Embora os valores
encontrados, tanto nas amostras tratadas quanto nas amostras controle, ndo tenham ultrapassado
3mg de malonaldeido, fica evidente que houve menos oxidacdo ao longo dos nove dias de
armazenamento nas amostras tratadas com extrato de prépolis verde e também nas amostradas
tratadas com a combinacéo de quitosana e extrato de prdpolis verde demonstrando que houve
inibicdo da oxidacao lipidica nessas amostras. Portanto, é possivel sugerir que a incorporagdo
do extrato de prépolis verde potencializou a capacidade antioxidante da quitosana.

A Tabela 3 mostra os resultados da variavel CRA, sendo possivel observar que os grupos
Q e QEPVD apresentaram melhores resultados. Queiroga et al. (2014) relatam que alimentos

com maior capacidade de retencdo de &gua tendem a perder menos peso durante o
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armazenamento e Moreno et al. (2008) ressaltam que uma baixa CRA pode interferir no valor
nutritivo do alimento através do liquido perdido, além de interferir no rendimento da carne. Os
resultados encontrados no grupo QEPVD demonstram que a quitosana combinada com o
extrato de propolis verde foi eficiente na manutencdo da capacidade de retencdo de agua no

camardo ja que este tratamento promoveu menores perdas de umidade.

Tabela 3. VValores médios de CRA das amostras de camaréo (L. vannamei) resfriado submetidas
a diferentes tratamentos durante 9 dias de armazenamento, Mossor6-RN, 2021.

Variavel Dias Tratamentos
C MBS Q EPVD QEPVD
0 7152437 aA 71,5243,7 aA 71,52#3,7 aA 7152+3,7 aA 7152+3,7 aA
CRA 3 56,66+7,4 bcB 56,0053 c¢B 73,1064 aA 70,69+9,6 abA 63,88+2,0 abcA
(%) 6 60,26+0,6 abAB 69,6451 abA 68,94+2,0 abA 56,33+3,3 bB 70,72+7,1 aA
9 6557+7,1 aAB 64,79+12,3 aAB 7257492 aA 65,56+8,9 aAB 76,00+4,0 aA

Dados relatados como média + desvio padrdo. Mesma letra, mindscula na horizontal e maidscula na vertical, ndo
diferem estaticamente de acordo com o teste de Tukey (p < 0,05). C: grupo controle; MBS: grupo metabissulfito;
Q: grupo quitosana; EPVD: grupo extrato de propolis verde e QEPVD: grupo de quitosana combinada com extrato
de prépolis verde.

Quanto a perda de peso por coccdo (Tabela 4) ndo foi observada diferenca significativa
(p > 0,05) tanto entre os tratamentos quanto ao longo do periodo de armazenamento. A perda
de peso por coccdo é influenciada pela capacidade de retencdo de agua, Wu e Sun (2013)
relatam que quanto maior a CRA menor seraa PPC, no entanto, Freire et al. (2016) observaram
gue quando acontece maiores perda de peso por coccdo mesmo havendo um aumento na
capacidade retencdo, possivelmente, essas perdas estéo relacionadas a perdas de gordura e néo

a perdas de umidade.

Tabela 4. Valores médios de PPC das amostras de camardo (L. vannamei) resfriado submetidas
a diferentes tratamentos durante 9 dias de armazenamento, Mossor0-RN, 2021.

Variavel Dias Tratamentos
C MBS Q EPVD QEPVD
0 51,00+9,58 51,00+9,58 51,00+9,58 51,00+9,58 51,00+9,58
PPC (%) 3 56,89+0,97 52,89+1,82 53,24+1,82 54,30+1,65 53,34+0,92
6 55,06+0,77 57,04+0,73 51,00+0,84 56,51+0,11  52,97+0,97
9 56,34+1,42 55,91+0,92 52,76+1,42  54,98+0,40 55,45+1,52

Dados relatados como média + desvio padrédo. C: grupo controle; MBS: grupo metabissulfito; Q: grupo quitosana;
EPVD: grupo extrato de propolis verde e QEPVD: grupo de quitosana combinada com extrato de propolis verde.

Como as diferencas entre o grupo controle e os demais grupos de tratamento ndo foram

significativas para a variavel PPC pode-se sugerir que os tratamentos ndo interferiram ou
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causaram prejuizos relacionados a perda de peso por coccao, podendo ser considerado um bom
resultado uma vez que esta variavel assim como a CRA interfere diretamente no rendimento da
carne no momento do consumo (PARDI et al., 1993).

Com relagéo a textura, houve diferenga significativa (p < 0,05) entre os tratamentos
(Tabela 5) podendo ser observada reducdo significativa na textura do camardo em todos 0s
tratamentos durante todo o periodo de armazenamento. O grupo controle apresentou maiores
perdas entre os tempos inicial e final de armazenamento (1,21 a 0,66), melhores resultados
foram encontrados no grupo tratado com quitosana (1,21 a 0,80) e no grupo tratado com
quitosana combinado com extrato de propolis verde (1,21 a 0,87).

Estes resultados podem estar associados a perda de qualidade do camaréo e consequente
perda de textura ou flacidez do masculo. No entanto, os melhores resultados observados nos
grupos Q e QEPVD neste estudo corroboram com Yuan et al. (2016 b), quando afirmam que
melhores resultados nas propriedades de textura podem estar relacionadas com as ligacOes entre

a quitosana e as proteinas miofibrilares.

Tabela 5. Valores médios de textura das amostras de camardo (L. vannamei) resfriado
submetidas a diferentes tratamentos durante 9 dias de armazenamento, Mossoré-RN, 2021.

Tratamentos
C MBS Q EPVD QEPVD

0 1,21+0,11 aA 1,21+0,11 aA 1,214#0,11 aA 1,21+0,11 aA 1,2140,11 aA
Textura 3 0,78+0,06 abB 0,69+0,15 bB 0,87+0,14 abB 0,91+0,16 abB 0,97+0,23 aAB
(kgf/cm?) 6 0,6840,15 abB 0,59+0,06 bB 0,86+0,04 aB 0,76+0,11 abBC 0,65+0,02 abC

9 0,66+0,00 abB 0,59+0,06 bB 0,80+0,16 abB 0,57+0,05 bC 0,87+0,01 aBC
Dados relatados como média + desvio padrdo. Mesma letra, mindscula na horizontal e maidscula na vertical, ndo
diferem estaticamente de acordo com o teste de Tukey (p < 0,05). C: grupo controle; MBS: grupo metabissulfito;
Q: grupo quitosana; EPVD: grupo extrato de propolis verde e QEPVD: grupo de quitosana combinada com extrato
de prépolis verde.

Variavel Dias

N&o houve diferenca significativa (p > 0,05) nos valores de L* (Tabela 6) entre nos
tratamentos, no entanto, os valores de L* no grupo controle diminuiram a partir do sexto dia
coincidindo com 0 aumento nos scores de melanose. O parametro L* esta relacionado ao frescor
e ao desenvolvimento de melanose, logo, quanto menor o valor L* mais acentuado sera o
desenvolvimento da melanose.

Com relacdo aos parametros a* e b* foi observada diferenca significativa a partir do
sexto dia de armazenamento.

A cor é um atributo importante na determinacdo de qualidade de alimentos,
especialmente para o consumidor. Senapati et al. (2017), destacam que a analise de cor
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instrumental € normalmente utilizada como uma informacao de suporte para avaliagdo do grau

de desenvolvimento da melanose e qualidade sensorial do camarao.

Tabela 6. Valores médios de cor (L* a* b*) das amostras de camardo (L. vannamei) resfriado
submetidas a diferentes tratamentos durante 9 dias de armazenamento, Mossoré-RN, 2021.

Variavel Dias Tratamentos
C MBS Q EPVD QEPVD
0 6564+16 aA 65,64+1,6 aA 65,64+1,6 aAB 65,6416 aA 65,64+1,6 aA
3 68,35+14 aA 69,03+0,7 aA 67,1111 aA 69,59+1,0 aA 69,11+0,0 aA
L* 6 66,75+0,8 aA 70,59+0,7 aA 68,04+35,3 aA 69,09+1,6 aA 67,90+0,9 aA
9 66,09+0,8 bA 66,72+0,7 aA 63,31+0,1 aAB 64,09+0,8 aA 67,10+1,1 aA
12 64,3716 aA 6592+1,4 aA 67,9242,1 aA 67,0019 aA 67,7319 aA
0 093+0,3 aB 0,93#0,3 aBC 0,93+0,3 aB 0,93+0,3 aAB 0,93%0,3 aAB
3 094+0,3 aB 0,3940,2 aC 1,00+0,4 aB 0,42+0,0 aB 0,43+0,2 aB
a* 6 158+0,2 aAB 1,09+t0,4 aABC 0,96+0,7 aB 1,52+0,3 aA 1,59+0,8 aA
9 1,35+0,2 bAB 1,34%0,2 bAB 2,37+0,1 aA 1,44+0,0 bA 1,20+0,3 bAB
12 1,9940,3 aA 1,79+05 aA 1,42+0,3 aB 1,54+0,2 aA 1,35+0,1 aA
0 8,92+0,5 aAB 8,92+05 aAB 8,92+0,5 aAB 8,92+0,5 aABC 8,92+0,5 aA
3 747+13 aB 8,18%#1,7 aBC 7,99+13 aB 7,08+0,9 aC 9,24+16 aA
b* 6 10,26+1,1 aA 6,32+0,3 bC 7,45£05 bB 7,58+0,9 bBC 8,43+15 abA
9 8,88+0,3 aAB 8,95+15 aAB 9,39+0,2 aAB 9,5+0,3 aAB 9,63+x10 aA

12 9,81+15 aAB 11,1440,7 aA 10,38+2,1 aA 10,6705 aA 10,26+1,0 aA
Dados relatados como média + desvio padrdo. Mesma letra, mindscula na horizontal e maidscula na vertical, ndo
diferem estaticamente de acordo com o teste de Tukey (p < 0,05). C: grupo controle; MBS: grupo metabissulfito;
Q: grupo quitosana; EPVD: grupo extrato de propolis verde e QEPVD: grupo de quitosana combinada com extrato
de prépolis verde.

Os resultados da andlise instrumental de cor mostram que o extrato de propolis utilizado,
tanto isoladamente quanto em combinagdo com a quitosana, ndo promoveu alteracdes de cor
nas amostras tratadas. Portanto, as alteracdes no atributo cor pode estar associadas a perda de
qualidade do camarao.

Os resultados obtidos na contagem total de placas de aerdbicas mesofilas (Tabela 7)
mostram o crescimento de microrganismos no grupo controle durante o periodo de
armazenamento acompanhado do grupo tratado com metabissulfito que no sexto dia apresentou
um pico de crescimento e no Gltimo dia de experimento apresentou uma reducéo. Os grupos Q
e QEPVD apresentaram reducdo na contagem total de placas ndo havendo diferenca

significativa entre os grupos Q, EPVD e QEPVD no ultimo tempo de experimento.
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Tabela 7. Contagem total de placas aerdbicas meséfilas de camardo (L. vannamei) resfriado
submetido a diferentes tratamentos durante 9 dias de armazenamento, Mossor6-RN, 2021.

Tratamentos
C MBS Q EPVD QEPVD
0 3,75+0,10 aA 3,75+0,10 aA 3,75+0,10 aA 3,75+0,10 aA 3,75+0,10 aA
Mesofilos 3 515+0,05 aA 4,37+0,14 abA 1,83+0,31 bA 3,15+0,13 abA 2,53+0,67 abA
logUFC/g 6 5404005 aA 542+0,03 aA 153+0,55 bA 3,38+0,10 abA 1,65+0,30 bA
9 522+0,13 aA 4,08+193 abA 1,60+0,10 bA 1,40+0,17 bA 163+0,06 bA
Dados relatados como média + desvio padrdo. Mesma letra, mindscula na horizontal e maidscula na vertical, ndo
diferem estaticamente de acordo com o teste de Tukey (p < 0,05). C: grupo controle; MBS: grupo metabissulfito;
Q: grupo quitosana; EPVD: grupo extrato de propolis verde e QEPVD: grupo de quitosana combinada com extrato
de propolis verde.

Dias

Os resultados mostram que houve reducdo no crescimento de microrganismos nos
grupos tratados individualmente com quitosana e extrato de propolis verde e também com o
revestimento de quitosana combinado com o extrato de propolis verde.

Duman e Ozpolat (2015) observaram em seus estudos que a aplicacdo de extrato de
prépolis em filés de peixe resfriados reduziu a contaminagdo microbiana ao longo do tempo de
armazenamento embora outros autores tenham sugerido que o extrato de propolis atua como
bacteriostatico ou inibidor significativo de microrganismos patogénicos e deteriorantes e ndo
como bactericida.

Berizi et al. (2018), relatam que apesar dos muitos estudos comprovando o potencial
antimicrobiano da quitosana, 0 mecanismo exato responsavel pela diminuicéo do crescimento
de microrganismos é controverso. O que se sabe é que a quitosana atua de diversas formas para
induzir sua atividade antimicrobiana.

Sun et al. (2017) ao estudarem as atividades bioativas de revestimentos de quitosana
combinado com polifendis constataram que a incorporacdo dos polifendis a quitosana
potencializa os resultados quando comparados a revestimentos compostos somente por
quitosana.

Além da contagem total de placas de aerdbicas mesofilas foi realizada a pesquisa por
Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Salmonella spp., (Tabela 8) os resultados obtidos no
inicio do experimento mostraram que todas as amostras estavam dentro dos padrfes da IN n°
60, de dezembro de 2019 que regulamenta os padrdes de qualidade para camardo (BRASIL,
2019). Ao final dos nove dias de experimento o grupo controle apresentou valor (3,20), acima
do que preconiza a legislacdo brasileira para S. aureus, sendo, portanto, improprio para

consumo.
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Tabela 8. Pesquisa por Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Salmonella spp. em camaréo
(L. vannamei) resfriado submetido a diferentes tratamentos durante 9 dias de armazenamento,
Mossord-RN, 2021.

Tratamentos Padrdo
Microrganismos Tempo (BRASIL,
C MBS Q EPVD QEPVD 2019)
TO Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente o
Salmonella spp. Auséncia
T9 - - - - -
Staphylococus T0 2,25 2,25 2,25 2,25 2,25 30
aureaus T9 3,20 2,50 0,0 0,0 0,0 '
Escherichia coli T0 245 245 245 245 245 2,70
T9 2,25 0,0 0,0 0,0 0,0

Resultados expressos em Log UFC/g. C: grupo controle; MBS: grupo metabissulfito; Q: grupo quitosana; EPVD:
grupo extrato de prépolis verde e QEPVD: Grupo de quitosana combinada com extrato de prépolis verde.

O camardo foi levado para laboratorio imediatamente apds a despesca, havendo o
minimo de manipulacdo durante o processo de aplicagdo dos revestimentos, além de serem
tomadas as medidas de higiene necessarias para manipulacdo dos mesmos conforme Brasil
(2004).

O inicio da deterioragdo e crescimento de microrganismos patogénicos determinam a
qualidade e a vida de prateleira dos alimentos, nesse sentido, os resultados apresentados nas
Tabelas 7 e 8 demonstram que os tratamentos Q, EPVD e QEPVD apresentaram resultados
satisfatorios quando comparados com o grupo controle e MBS sugerindo que o uso do extrato
de propolis verde individualmente ou em combinacdo com a quitosana pode ampliar a vida de
prateleira do camarao resfriado.

Os resultados obtidos no grupo Q, EPVD e QEPVD podem ser atribuidos aos cuidados
com a manipulacdo do camardo e a ampla capacidade antimicrobiana da quitosana (CHUNG,;
CHEIN, 2008) em combinacdo com o extrato de prépolis verde e seus compostos fendlicos
responsaveis pela atividade antimicrobiana (GOMEZ-CARAVACA et al., 2006) no camario
resfriado. Esses resultados podem sugerir ainda que houve sinergismo entre a quitosana e 0

extrato de propolis verde na atividade antimicrobiana.

4 CONCLUSAO

A quitosana combinada com extrato de préopolis verde retardou o desenvolvimento da
melanose, manteve a qualidade sensorial por mais tempo, inibiu a acdo de microrganismos,

promoveu a diminui¢do do TBARS e a manutencdo do pH, sugerindo que o revestimento de
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quitosana combinado com extrato de propolis verde pode ser utilizado como uma alternativa
natural eficaz aos conservantes sintéticos para inibir a melanose e melhorar a qualidade do
camarao resfriado promovendo a ampliacdo da vida de prateleira e maior seguranca para

consumidores, manipuladores e para o0 ambiente.
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REVESTIMENTO DE QUITOSANA COMBINADO COM EXTRATO DE PROPOLIS
VERDE E VERMELHA NA QUALIDADE DO CAMARADO Litopenaeus vannamei
CONGELADO

RESUMO

O camardo branco (Litopenaeus vannamei) destaca-se pelo sabor, textura e aroma caracteristico
e pelo seu alto valor mercado mas é também uma proteina com alto grau perecibilidade em
virtude disso, as coberturas comestiveis elaboradas a partir de conservantes naturais estdo sendo
amplamente investigadas para que combinadas com as técnicas tradicionais de conservacao
possam prolongar a vida atil do camardo e oferecer maior seguranca alimentar aos
consumidores. A partir do exposto, objetivou-se avaliar o efeito do revestimento comestivel de
quitosana combinado com extrato de propolis verde (QEPVD) e extrato de prépolis vermelha
(QEPVM) como conservante natural na vida de prateleira do camarédo branco durante 180 dias
de armazenamento congelado a + - 18 °C. Para isto, foram realizadas analises fisico-quimicas:
pH e TBARS, umidade, perda de peso por coccdo - PPC, capacidade de retencdo de agua - CRA
e textura e analises microbioldgicas a cada 30 dias durante 180 dias. Os resultados indicaram
que os revestimentos QEPVD e QEPVM inibiram significativamente o aumento na contagem
total de mesdfilas, promoveu manutencdo do pH enquanto que nos grupos Controle e Glaciado
os valores foram mais elevados durante todo o experimento. Os valores de TBARS se
mantiveram baixos durante os 180 dias de armazenamento e, portanto, houve estabilidade
oxidativa nas amostras tratadas. Além disso, em comparagdo com o grupo controle, foi
observada melhor capacidade de retencdo de agua nos grupos QEPVD e QEPVM, e reducdo
significativa (P < 0,05) na perda de peso por coccdo foi observada nos camardes do grupo
QEPVD. Os resultados sugeriram que a incorporacgdo do extrato de propolis verde e vermelha
a gquitosana aumentou a eficacia dos revestimentos e esta combinacéo pode ser promissora para
uso como conservante natural com o objetivo de estender a vida Util de alimentos.

Palavras-chave: pescado, qualidade do pescado, antioxidante natural, antimicrobiano natural.
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CHITOSAN COATING COMBINED WITH GREEN PROPOLIS EXTRACT IN THE
QUALITY OF SHRIMP Litopenaeus vannamei FROZEN

ABSTRACT

The white shrimp (Litopenaeus vannamei) stands out for its characteristic flavor, texture and
aroma and for its high market value but it is also a protein with a high degree of perishability
because of that, edible toppings made from natural preservatives are being extensively
investigated for that combined with traditional conservation techniques can extend the shelf life
of the shrimp and offer greater food security to consumers. Based on the above, the objective
was to evaluate the effect of the edible chitosan coating combined with green propolis extract
(QEPVD) and red propolis extract (QEPVM) as a natural preservative in the shelf life of white
shrimp during 180 days of frozen storage. + - 18 °C. For this, physical-chemical analyzes were
carried out: pH and TBARS, humidity, weight loss by cooking - PPC, water retention capacity
- CRA and texture and microbiological analyzes every 30 days for 180 days. The results
indicated that the QEPVD and QEPVM coatings significantly inhibited the increase in the total
mesophilic count, promoted maintenance of pH while in the Control and Glacier groups the
values were higher throughout the experiment. The TBARS values remained low during the
180 days of storage and, therefore, there was oxidative stability in the treated samples. In
addition, compared to the control group, better water retention capacity was observed in the
QEPVD and QEPVM groups, and a significant reduction (P <0.05) in cooking weight loss was
observed in the QEPVD group shrimp. The results suggested that the incorporation of green
and red propolis extract to chitosan increased the effectiveness of the coatings and this
combination can be promising for use as a natural preservative with the aim of extending the
shelf life of foods.

Keywords: fish, fish quality, natural antioxidant, natural antimicrobial.
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1 INTRODUCAO

O alto valor de mercado e as caracteristicas nutricionais e sensoriais apreciadas, faz do
camarao é um recurso alimentar importante em todo o mundo. O camarédo branco do Pacifico
(Litopenaeus vannamei) € nativo da costa do Pacifico do México e € a espécie de camardo mais
comumente cultivada no mundo e a principal espécie de crustaceo cultivada no Brasil (FAO,
2020).

No entanto, a vida util do camarao é limitada devido as caracteristicas intrinsecas (alta
atividade de &gua, pH préximo da neutralidade e composicdo quimica) que favorecem a
deterioracdo microbioldgica e enzimatica durante o armazenamento (ZHANG et al., 2015).
Para evitar a perda de qualidade e a rapida deterioracdo, logo apds a despesca o0 camarao é
submetido ao resfriamento com uso de gelo, e em alguns casos, a aplicacdo de aditivos quimicos
para conservagao.

As técnicas mais comuns utilizadas para conservar o camardo sao resfriamento,
congelamento e cocgéo esta Ultima pode ser combinada com o congelamento (WU, 2014).

Erdogdu et al. (2004) apresentam alguns problemas de qualidade associados ao
processamento do camardo congelado, os autores citam a perda de peso devido ao cozimento,
descoloracdo, oxidacdo de lipidica, desnaturacdo de proteinas, aumento de n-BVT, mudangas
de textura, diminuicdo da capacidade de retencdo de dgua e perda de umidade por gotejamento.
Hui et al. (2004) citam ainda o ressecamento como causador de perda de umidade e queima do
camarao durante o armazenamento congelado, nesse caso, além de causar danos a textura do
camardo ainda gera perdas no rendimento.

Para otimizar as técnicas de conservacgdo ja utilizadas pela industria, pesquisadores de
diversas areas tem como desafio desenvolver conservantes de bases naturais, revestimentos
comestiveis e embalagens ativas usando tecnologia barata e de facil implementacdo sem afetar
as caracteristicas nutricionais, sensoriais e a seguranca dos alimentos (HAVELAAR et al.,
2010).

Atualmente varios estudos estdo sendo desenvolvidos com polimeros naturais
(polissacarideos, proteinas) sendo a quitosana uma das bases poliméricas mais utilizadas por
ser biodegradavel, possuir boa formacdo de filme e biocompatibilidade além de apresentar
capacidade antioxidante e antimicrobiana (BERIZI et al., 2018).

A prépolis é uma substancia natural, produzida pelas abelhas e contém uma variedade
de compostos quimicos, como polifendis (flavonoides, acidos fendlicos e seus ésteres),

terpendides, esterdides e amino&cidos, aldeidos volateis e cetonas (CHAILLOU; NAZARENO,
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2009). Os compostos presentes no extrato de propolis apresentam ampla atividade antioxidante
e antibacteriana (Silva et al., 2006) caracteristicas que favorecem o uso do extrato de propolis
como potencial conservante natural.

Perdones et al. (2016), destacam que uso de revestimentos comestiveis promove
melhorias na qualidade dos produtos, inibe o desenvolvimento de microrganismos, controla a
atividade de agua além de atuar como barreira ao oxigénio evitando que os alimentos se
deteriorem mais rapidamente.

Nesse sentido, objetivou-se com o presente estudo, avaliar a eficiéncia do revestimento
de quitosana combinado com extratos das propolis verde e vermelha como conservante natural

na qualidade do camar&o branco L. vannamei congelado.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Solugdes de revestimento

O revestimento de quitosana (Q) foi preparado contendo 1,5% de quitosana e 0,3% de
glicerol, dissolvidos em acido acético a 1% (p / v). A solucédo foi mantida sob agitagcdo durante
24 h a temperatura ambiente. Para o revestimento de Q 1,5% combinado com EPVD 0,25%
(QEPVD) e Q 1,5% combinado com EPVM 0,25% (QEPVM) foi incorporado extrato de

prépolis a quitosana e manteve-se sob agitacdo durante 1 h a temperatura ambiente.

2.2 Coleta e tratamento dos camardes

Foram adquiridos aproximadamente 23 kg de camarao (Litopenaeus vannamei) em uma
fazenda no Municipio de Mossor6, Rio Grande do Norte. Logo ap6s a despesca o camardo foi
acondicionado em caixa isotérmica contendo gelo na propor¢do 1:1 e transportados
imediatamente para o Laboratorio de Tecnologia e Controle de Qualidade do Pescado-
LAPESC da Universidade Federal Rural do Semi-Arido.

Os camardes foram lavados, descabecados e descascados e em seguida foram dispostos
em bandejas plasticas para congelamento em ultra freezer a £ - 35 °C. Apds 24 h o camaréo foi
separado em 5 grupos: Grupo C - sem tratamento; Grupo G - camardo glaciado; Grupo Q —
camardo revestido com quitosana 1,5%; Grupo QEPVD — camardo revestido com quitosana

1,5% + extrato de propolis verde 0,25% e Grupo QEPVM - camardo revestido com quitosana
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1,5% + extrato de propolis vermelha 0,25% todo o processo foi realizado em condicoes

assépticas e seguiu o fluxograma de delineamento experimental representado na Figura 1.

Figura 1. Fluxograma do planejamento experimental.

N
‘ Camarao inteiro (in natura) ‘
\ J

Processamento -
(Lavagem — Descabecamento —
Descascamento) | e

G: Glaciado em 4gua destilada — 20 seg.

‘ Congelamento +=-35°C—-24h 4’{ Q: Sol. Quitosana 1,5% - 20 seg.

~—

QEPVD: Sol. Q 1.5% + EPVD 0,25% - 20 seg.

C: Sem tratamento }7

¢

-L QEPVM: Sol. Q 1,5% + EPVM 0,25% - 20 seg.

-

‘ Embalagem

‘ Armazenamento 2 -18 °C — 180 dias ‘

C: grupo controle; G: grupo glaciado; Q: grupo revestido com quitosana 1,5%; QEPVD: grupo
revestido com quitosana 1,5% + extrato de prépolis verde 0,25% e QEPVM: grupo revestido
com quitosana 1,5% + extrato de prépolis vermelha 0,25%.

Os revestimentos foram aplicados no camardo por imersdo (Figura 2-A), as porcoes de
camarao congelado foram imensas por 20 segundos na solucao de revestimento e drenadas por
1 minuto em peneira plastica (Figura 2-B). O glaciamento foi semelhante a aplicacdo dos
revestimentos, os camardes foram imersos em agua destilada a 2 °C + 1°C por 20 segundos e

submetidos a drenagem em peneira plastica.
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Figura 2. Processo de aplicagéo do revestimento.

C

Fonte: prépria do autor (2020). A — Aplicacao do revestimento por imersdo; B — Drenagem; C
— embalagem.

Os camardes foram acondicionados em bandejas de isopor com aproximadamente 120g
de amostra por bandeja (Figura 2-C), totalizando 70 bandejas, as bandejas foram devidamente

identificadas, envolvidas em filme de PVC e armazenadas a + -18° C por 180 dias.
2.4 Analises fisico-quimicas
2.4.1 Potencial hidrogeni6nico (pH)

O pH das amostras foi determinado a cada 30 dias durante os 180 dias de armazenamento
de acordo com a metodologia estabelecida pelo AOAC (2011) com auxilio de um medidor de
pH da marca Tecnal modelo R-TEC-7 devidamente calibrado.

2.4.2 Substancias Reativas ao Acido Tiobarbitdrico (TBARS)

Para o teste de TBARS, foi utilizado 0,59 de camardo previamente macerado, com

adicdo da solucdo estoque (&cido tiobarbiturico a 0,375%, acido tricloroacético a 15% e HCL a

0,25M) e quando positivas as amostras desenvolvem a cor rosa durante o aquecimento. A
absorbancia da solucéo foi determinada em 532nm contra o branco. A quantidade de TBARS



82

foi expressa em miligramas de malonaldeido por kg de camardo (AMSA, 2012). A analise de
TBARS foi realizada a cada 30 dias durante os 180 dias de armazenamento.

2.4.3 Umidade

A umidade (UM) foi realizada em triplicata no tempo inicial e final do experimento,
determinada por gravimetria, as amostras foram submetidas a secagem em estufa a 105 °C por
24h. A umidade foi calculada pela diferenca entre a massa inicial e final. O valor foi expresso
em porcentagem (AOAC, 2011).

2.4.4 Capacidade de Retencdo de Agua (CRA)

A CRA foi determinada de acordo com metodologia descrita por Hamm (1960) que se
baseia na medi¢do da perda de &gua liberada pela amostra quando submetida uma pressao sobre
o tecido muscular. A quantidade de agua livre da amostra foi obtida pela diferenca entre o peso

inicial e final expressa em porcentagem de peso perdido da amostra inicial.
2.4.5 Perda de Peso por Coccdo (PPC)

Para determinacdo da PPC as amostras foram pesadas e submetidas a coc¢do em grill,
onde a temperatura interna do musculo ficou em torno de 75°C, ap6s isto, as amostras foram
retiradas do grill e pesadas novamente. O resultado foi dado em porcentagem de perda de dgua
durante o processo térmico (OSORIO et al., 1998).

2.4.6 Forca de Cisalhamento (FC)

A forga de cisalhamento foi mensurada por meio de um TEXTURE ANALYZER TA-
XT-125, acoplado ao dispositivo Warner-Bratzler, o qual expressa a forca em kgf/cm2
(HAMM, 1960).

2.4.7 Cor

A cor foi avaliada através do colorimetro Konica Minolta, CM-700d/600d (Sistema CIE

L*a*b*), cujo sistema considera as coordenadas L* (luminosidade) representa a luminosidade
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em uma escala de 0 (preto) a 100 (branco), a* (teor de vermelho) varia de valores negativos
para tons de verde a positivos para vermelho e b* (teor de amarelo) varia de valores negativos
para azul e valores positivos para amarelo (ZHANG et al., 2015).

As analises acima citadas foram realizadas em triplicata a cada 30 dias durante os 180

dias de armazenamento.

2.5 Analises microbioldgicas

As analises microbioldgicas foram realizadas nos dias 0, 30, 60, 90, 150 e 180 de
armazenamento a -18 £+ 1 °C. Foram previamente pesadas 259 da amostra de forma asséptica e
transferidas para sacos plasticos estéreis, acrescidos com 225 mL de 4gua peptonada tamponada
estéril e posteriormente homogeneizados em “Stomacher” por 2 minutos, obtendo assim a
diluicdo 107, a partir da qual foram obtidas as demais diluicGes até 10 Concluidas as
diluicbes, as amostras foram submetidas as técnicas para determinacdo da presenca de
Salmonella spp. no tempo inicial do experimento, contagem de Staphylococcus aureus e
Escherichia coli (BRASIL, 2017) nos tempos inicial e final. Também foram realizadas a
contagem total de psicrotroficas e de bactérias aerdbias mesofilas a cada trinta dias durantes
180 dias de experimento, utilizando a metodologia recomenda pela American Public Health
Association (DOWNES; ITO 2001).

2.6 Analise Estatistica

Os dados foram submetidos a andlise de variancia pelo teste F ao nivel de 5% de
probabilidade. As médias foram agrupadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Os dados

foram analisados utilizando o software estatistico R.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Observou-se diferenca significativa (p < 0,05) nos valores de pH (Tabela 1) ao longo
dos dias de armazenamento e entre os tratamentos. O pH aumentou em fungdo do tempo, no
entanto, os camardes tratados com a quitosana (Q) e a combinacdo de quitosana e extrato de
prépolis verde QEPVD e extrato de propolis vermelha QEPVM apresentaram valores médios
de pH mais baixos enquanto que nos grupos C e G os valores encontrados foram mais altos em

todo o periodo do experimento.
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A legislacdo brasileira determina que o pH ideal para camarao resfriado deve ser inferior
a 7,85 (BRASIL, 2019b), Goswami et al. (2001) relatam que valores de pH em torno de 7,2
indica boa qualidade e Chouljenko et al. (2017) destacam que estando o pH acima de 7,95 o
camarao é considerado impréprio para consumo. Os valores de pH encontrados no presente
estudo estiveram abaixo do valor limite determinado pela legislagéo brasileira.

Vale ressaltar que o pH é uma variavel chave para qualidade e vida atil dos alimentos e,
portanto, a manutencdo do pH é um fator importante uma vez que o aumento do valor deste

pode estar relacionado a perda de qualidade e reducdo da vida util do alimento.

Tabela 1. Valores médios de pH e TBARS das amostras de camardo (L. vannamei) congelado
submetidas a diferentes tratamentos durante 180 dias de armazenamento, Mossoro-RN, 2021.

Tratamentos
C G Q QEPVD QEPVM

0 5,99+0,04 bC 6,32+0,08 aB 5,73+0,14 cE 5,87+0,17 bcB 5,33+0,29 dC

30 6,39+0,06 aB 6,31+0,1 aB 5,5840,15 bcDE 5,73+0,03 bB  5,33+0,09 cC

60 6,80+0,14 aA 6,78+0,13 aA 6,31+0,01 cAB 6,57+0,09 abA 6,38+0,06 bcA

pH 90 6,68+0,10 aAB 6,64+0,12 aA 6,47+0,08 abA  6,60+0,12 abA 6,37+0,09 bA

120 6,55+0,12 aAB 6,72+0,13 aA 5,91+0,15 bCD 5,95+0,09 bB 6,11+0,2 bAB

150 6,81+0,06 aA 6,75+0,04 aA 6,16+0,10 bBC 5,77+0,09 cB 5,87+0,14 cB

180 6,65+0,05 aAB 6,54+0,06 aAB 6,11+0,03 bBC 5,87+0,06 bB  5,89+0,03 bhB

0 0,06+0,02 ab 0,07+0,03 aC 0,05+0,01 aD 0,06+0,03 aB  0,05+0,02 aB

30 0,13+0,05 aBC 0,07+0,01 bC 0,06+0,01 bCD 0,07+£0,04 bAB 0,09+0,03 abAB

60 0,22+0,00 aA 0,14+0,06 bAB 0,15+0,01 bA 0,10+0,01 bAB 0,09+0,02 bAB
TBARS 90 0,10+0,00 adC 0,09+0,00 aBC 0,09+0,02 aBCD 0,08+0,00 aAB 0,08+0,00 aAB

120 0,1940,07 aA 0,1840,01 aA 0,12+0,04 bABC 0,0740,01 bAB 0,08+0,02 bAB

150 0,06+0,01 aD 0,06+0,00 aC 0,06+0,01 aCD 0,04+0,01 aB 0,04+0,01 aB

180 0,16+0,01 aAB 0,15+0,00 aAB 0,13+0,01 aAB 0,1340,00 aA 0,13+0,01 aA
Dados relatados como média + desvio padrdo. Mesma letra, minGscula na horizontal e maitscula na vertical, ndo
diferem estaticamente de acordo com o teste de Tukey (p < 0,05). C: grupo controle; G: grupo glaciado; Q: grupo
quitosana; QEPVD: grupo extrato de propolis verde e QEPVM: grupo de quitosana combinada com extrato de
prépolis vermelha.

Variavel Dias

Houve diferenca significativa (p < 0,05) nos valores de TBARS (Tabela 1) entre o0s
tratamentos e em funcdo do tempo de armazenamento. A legislacdo brasileira ndo determina
valores minimos e méaximos para TBARS embora esta variavel seja um importante indicador
de qualidade ja que a oxidagdo lipidica causa rancidez e afeta diretamente a qualidade do
pescado, Chouljenko et al. (2017) ressaltam que durante o armazenamento a oxidacéo lipidica
pode causar degradacédo da textura, sabor e odor em pescado.

Aos 180 dias de armazenamento ndo houve diferenca significativa (p > 0,05) entre os
tratamentos e no decorrer de todo o experimento o TBARS de cada tratamento néo ultrapassou
o limite maximo que indica boa qualidade (5 mg MDA / kg de amostra) descrito por Ibrahim

Salam (2007). Cadun et al. (2008) relatam que para consumo, o limite de oxidag&o lipidica é
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de 7 — 8 mg de malonaldeido/kg no alimento. Portanto, os valores de TBARS encontrados nesse
estudo indicam estabilidade oxidativa nas amostras durante os 180 dias de armazenamento.

Com relacdo a umidade (Tabela 2), foi observada diferenca significativa (p < 0,05) em
funcdo do tempo de armazenamento somente no grupo Q, maior perda de umidade também foi
observada neste grupo, com 80,41% de UM no tempo inicial e 77,3% UM no tempo final, esse
comportamento pode estar relacionado a desidratacao superficial que de acordo com Shenouda,
(1980) resulta na diminuicdo da capacidade de retencao de agua nos tecidos.

Chouljenko et al. (2017) argumentam que a manutencdo do peso em camardes
revestidos/glaciados pode ser atribuida ao equilibrio da desnaturagdo proteica e sublimagéo de
agua como resultado da interacdo dos compostos presentes nos revestimentos e as proteinas de
superficie do camardo.

E possivel observar que os tratamentos QEPVD e QEPVM mantiveram o peso ao longo
dos 180 dias de experimento diferente do que aconteceu quando o revestimento foi composto
sO por quitosana, dessa forma, entende-se que a incorporagdo dos extratos a quitosana foi

importante para manutencdo do peso do camarao.

Tabela 2. Valores médios de umidade das amostras de camardo (L. vannamei) congelado
submetidas a diferentes tratamentos durante 180 dias de armazenamento, Mossoro-RN, 2021.

Tratamentos

C G Q QEPVD QEPVM

UM 0 78,9+0,4 bA 79,4+0,1 abA 80,4+1,8 abA 80,0+0,8 abA 80,9+1,1 aA

(%) 180 77,8+0,2 bA 78,8+0,0 abA 77,3+t0,3 bB 79,0+0,3 abA 80,2+0,6 aA
Dados relatados como média + desvio padrdo. Mesma letra, minGscula na horizontal e maitscula na vertical, ndo
diferem estaticamente de acordo com o teste de Tukey (p < 0,05). C: grupo controle; G: grupo glaciado; Q: grupo
quitosana; QEPVD: grupo extrato de propolis verde e QEPVM: grupo de quitosana combinada com extrato de
prépolis vermelha.

Variavel Dias

Na Tabela 3 é possivel observar que o grupo Q apresentou reducdo na CRA ao longo do
periodo de armazenamento corroborando com os resultados de umidade (Tabela 2) neste
mesmo grupo, que ao final dos 180 dias de armazenamento apresentou maior perda de umidade
ocasionando reducdo na capacidade de reter agua nos tecidos (SHENOUDA, 1980).
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Tabela 3. Valores médios de capacidade de retencéo de 4gua - CRA das amostras de camarao
(L. vannamei) congelado submetidas a diferentes tratamentos durante 180 dias de
armazenamento, Mossor6-RN, 2021.

120 67,1+14,5 69,7+10,4 aA 66,3+7,7 aA 53,9+3,3 bBC 60,1+8,6 bAB
150 68,4+6,7 62,8+1,8 aAB 651+119 aAB 59,2+2,1 aBC 64,0+£3,0 aA
180 62,2+54 aA 53,5+3,0 abB 57,1459 abABC 47,2+0,8 bB 57,3+5,0 abAB

Variavel Dias Tratamentos
C G Q QEPVD QEPVM
0 63,1+1,9 aA 53,5+1,3 abB 60,6+6,1 abABC 50,6+4,8 bBC 51,9+3,8 abAB
30 60,8+0,2 aA 61,4+0,6 aAB 50,9+1,7 aC 53,8+3,5 aBC 50,0+4,5 aB
CRA 60 67,0:2,0 aA 56,7+3,1 abAB 52,7+£3,7 bBC 60,0+2,0 abBC 60,5+2,5 abAB
(%) 90 65,9+6,4 ﬁ 59,4+0,9 aAB 56,5+3,5 aABC 61,8+3,3 aA 62,1+1,1 aAB
aA

Dados relatados como média + desvio padrdo. Mesma letra, minascula na horizontal e mailscula na vertical, ndo
diferem estaticamente de acordo com o teste de Tukey (p < 0,05). C: grupo controle; G: grupo glaciado; Q: grupo
quitosana; QEPVD: grupo extrato de propolis verde e QEPVM: grupo de quitosana combinada com extrato de
prépolis vermelha.

N&o houve diferenca estatistica (p > 0,05) em funcdo do tempo no grupo controle ja nos
demais grupos houve variagdo significativa. De maneira geral, a incorporagdo do extrato de
prépolis a quitosana aumentou a capacidade de retencao de agua dos grupos QEPVD e QEPVM
embora aos 180 dias tenha havido uma reducdo. Queiroga et al. (2014) relatam que alimentos
com boa capacidade de retencdo de &gua apresenta menor perda de peso durante o
armazenamento.

A CRA no grupo QEPVM foi estatisticamente mais alta que no G, vale ressaltar que o
glaciamento € a técnica mais utilizada em pescado congelado para evitar perda de umidade e
oxidacdo lipidica (VANHAECKE et al., 2010).

Houve variagéo (p < 0,05) na perda de peso por coc¢do em funcdo do tempo em todos
os tratamentos (Tabela 4) e diferenca entre os tratamentos.

Aos 180 dias de armazenamento a PPC foi menor em todos os tratamentos incluindo o
grupo C e somente no grupo Q a PCC foi semelhante nos tempos 0, 150 e 180. O grupo QEPVD
apresentou melhores resultados ao longo do experimento quando comparado ao G por exemplo,
demonstrando que a combinacdo do extrato de propolis vermelha com a quitosana diminuiu a
perda de peso pds coccdo. A PPC ¢é também uma das variaveis gque estdo associadas ao
rendimento final da carne (De SOUZA SILVA, 2019), dessa forma, mecanismos que auxiliem

na CRA e evitem perdas ap0s a cocgdo sdo extremamente necessarios.
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Tabela 4. Valores médios de perda de peso por coccdo - PPC das amostras de camardo (L.
vannamei) congelado submetidas a diferentes tratamentos durante 180 dias de armazenamento,
Mossord-RN, 2021.

Tratamentos

Variavel Dias C G 0 QEPVD QEPVM

0 55,0+04 aA 51,8+0,9 abA 46,9+2,7 cAB 49,2+0,5 bcAB 46,3+1,7 cA
30 50,2+0,6 aB 49,9+0,5 aAB 439+0,4 bB 43,723 bCD 44,5+14 bAB
60 50,2+0,6 aB 49,9+0,5 aAB 43,9+04 bB 43,723 bCD 44,5+14 bAB
90 49,1+0,2 aB  48,1+0,9 abAB 50,0+2,4 aA 49,618 aA  451+46 bAB
120 51,8+0,9 aAB 50,7+0,5 aAB 38,1+1,3 cC 39,1+0,8 cE 44,4+0,8 bAB
150 50,0+1,8 abB 51,415 abA 46,4+3,0 bcAB 45,6+1,6 cdBC 42,413 dB
180 51,3+1,1 aAB 46,9+23 bB  46,4+2,0 bAB 40,3+1,3 cDE 41,4+0,8 cB

PPC
(%)

Dados relatados como média + desvio padrdo. Mesma letra, minascula na horizontal e maitscula na vertical, ndo
diferem estaticamente de acordo com o teste de Tukey (p < 0,05). C: grupo controle; G: grupo glaciado; Q: grupo
quitosana; QEPVD: grupo extrato de propolis verde e QEPVM: grupo de quitosana combinada com extrato de
prépolis vermelha.

Houve variacdo na forca de cisalhamento em funcdo do tempo em todos 0s grupos
(Tabela 5) no entanto, nos tempos 30 e 90 ndo houve diferenca significativa (p > 0,05) entre os
tratamentos.

Aos 180 dias de experimento a forca de cisalhamento aumentou em funcdo do tempo
em todos os tratamentos exceto grupo G, ndo havendo diferenca significativa entre os grupos
Q, QEPVD e QEPVM dessa forma entende-se que a incorporacdo do extrato de propolis a
quitosana ndo causou nenhum tipo alteracdo na textura dos camardes tratados.

O método de congelamento utilizado nesse estudo foi o lento, Queiroga et al. (2014) em
seu estudo sobre diferentes métodos de congelamento observou que houve aumento da FC em
funcéo do tempo especialmente nas amostras submetidas ao congelamento lento.

De maneira geral, os resultados obtidos nesse estudo corroboram com Hale e Waters
(1981) quando relatam que a carne descongelada tende a apresentar valores maiores de FC do

que a carne in natura.

Tabela 5. Valores médios de forga de cisalhamento - FC das amostras de camardo (L.
vannamei) congelado submetidas a diferentes tratamentos durante 180 dias de armazenamento,
Mossoré-RN, 2021.

Variavel Dias Tratamentos
> G Q QEPVD QEPVM
0 1,0#01 bD 1300 abBC 1,2+0,1 abBC 1,2+0,1 abD 1,4+00 aBC

30 1,2+0,0 aCD 1,2#0,2 aBC 1,4+0,0 aAB 1,4+0,0 aBCD 1,3+0,1 aC

FC 60 1,1+0,0 cD 1,4+0,1 abAB 1,0£0,0 cC 1,2+0,2 bcCD 1,7¢0,1 aAB

(kaf) 90 1,3+0,0 aBCD 1,4+0,0 aABC 1,3+0,0 aAB 1,5¢0,0 aABCD 1,6+0,0 aABC
120 1,4+0,1 bABC 1,600 abA 1,4+0,1 bAB  15+0,1 abABC 1,7#0,1 aA
150 1,7+0,0 aA 1,6+0,0 abA  1,4+0,1 bAB  1,6+0,0 abAB 1,6+0,1 abAB
180 1,5+0,1 aAB  1,1+0,0 bC 1,5+0,2 aA 1,8+40,0 aA 1,7+0,1 aAB




88

Dados relatados como média + desvio padrdo. Mesma letra, minascula na horizontal e mailscula na vertical, ndo
diferem estaticamente de acordo com o teste de Tukey (p < 0,05). C: grupo controle; G: grupo glaciado; Q: grupo
quitosana; QEPVD: grupo extrato de propolis verde e QEPVM: grupo de quitosana combinada com extrato de
propolis vermelha.

A cor é um atributo sensorial decisivo para o consumidor, nesse sentido, € importante
que o revestimento a ser aplicado ndo altere a cor caracteristica alimento.

A luminosidade ou L* esta relacionada ao frescor do pescado, no presente estudo nédo
foi observado diferenca significativa (p > 0,05) no valor L* entre os tratamentos nos tempos 0,
30, 90, 150 e 180 (Tabela 6). Houve diminuicdo da luminosidade ao longo do tempo de
armazenamento nos grupos C, Q, QEPVD e QEPVM que pode estar relacionada a perda de
frescor.

Houve diferenca significativa nos valores de a* nos tratamentos em funcdo do tempo de
armazenamento, exceto no grupo G. O a* varia de valores negativos para tons de verde a
positivos para vermelha (ZHANG et al., 2015), ndo houve diferenca significativa (p > 0,05)
entre o grupo QEPVD e os grupos C e G nos tempos 0, 30, 90, 150, portanto, pode se sugerir
gue ndo houve alteracdo de cor relacionada a este revestimento. O grupo QEPVM apresentou
maiores valores de a* quando comparado aos grupos C e G do tempo 30 até os 180 dias e neste
caso os resultados podem estar relacionados a cor caracteristica do extrato de propolis vermelha.

Maiores valores de b* foram observados no grupo QEPVM ao longo de todo o periodo
de armazenamento, Zhang et al. (2015) dizem que o b* varia de valores negativos para azul e
valores positivos para amarelo, logo, os resultados encontrados podem estar associados a
coloragdo do revestimento. Vale ressaltar que aos 180 dias de armazenamento ndo houve
diferenca significativa (p > 0,05) entre os tratamentos.

Tabela 6. Valores médios de L* a* b* das amostras de camardo (L. vannamei) congelado
submetidas a diferentes tratamentos durante 180 dias de armazenamento, Mossoré-RN, 2021.

Variavel Dias Tratamentos
C G Q QEPVD QEPVM
0 71,2+1,8 aAB 71,3+0,6 aA 72,2418 aA 72,8+1,2 aAB 72,9+19 aA
30 725+24 aA 71,6£1,0 aA 72,4+2,0 aA 73,9+1,4 aA 72,8+2,0 aA
60 72,2411 abAB 69,6+3,6 bA 73,9+1,4 aA 68,6+2,4 bB 72,2415 abAB
L* 90 69,9124 aAB 69,3+0,5 aA 71,4+1,8 aAB 70,8409 aAB 70,7+0,8 aABC
120 73,6%2,6 aA 68,8+2,9 bcA 725+2,3 abA  73,9+1,2 aA 67,7+0,9 bBC
150 73,6+0,7 aA 70,2+0,2 aA 73,0+2,6 aA 69,6+0,8 aAB 69,6+3,0 aABC
180 67,6x14 aB 67,940,7 aA 67,422 aB 63,8+1,1 aC 67,4+2,2 aC
0 0,08+0,2 aBC 0,06+0,2 aA -0,13+0,3 aB -0,14+0,2 aCD 0,35+0,3 aC

30 0,056+0,1 bC 0,18+0,3 abA 0,16x0,2 abAB -0,10+0,2 bCD 0,61+0,3 aBC
60 0,70£0,2 bAB 0,71x0,1 DbA 0,50+0,1 bAB 0,61+04 bAB 157+0,0 aA
a* 90 0,40+0,2 bABC 0,46%0,2 DbA 0,2+0,0 abB  0,25+#0,1 bBCD 1,36+0,3 aA
120 -0,14+0,1 cdC 0,45+0,3 DbcA 0,54%+0,2 DbA -0,37+0,2 dD 1,70+0,2 aA
150 0,36x0,1 bABC 0,68+0,0 bA 0,63£0,0 bA 0,3+0,0 bBC 1,50+0,2 aA
180 0,74+0,3 abA 0,45+0,3 DbA 0,61+0,4 DbA 1,0£0,3  abA 1,10+0,1 aAB
b* 0 5110 abAB 45+03 aA 3,9¢05 bB 6,7+0,8  aAB 6,0£0,7 abB
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30 52+0,7 aAB 5714 aA 53+0,3 aAB 7,4%22 aAB 6,6+1,1 aB

60 6,840,1 bcAB  6,4+0,7 bcA 48+39 CcAB 7,710 abAB  10,2#0,1 aA

90 5,1+1,3 DbAB 4,9+0,4 bA 48+0,9 bAB 5,440,6 bB 9,7+0,5 aA

120 4,0+0,3 bB 5,6%1,1 bA 6,0+0,7 bAB 6,611 bAB 9,6+1,0 aA

150 7,8#06 aA 7,1+0,2 aA 7114  aA 9,0£1,6 aA 8,7+0,2 aAB

180 6,7#05 aAB 6,2+1,2 aA 6,2+10 aAB 8,6x0,6 aA 8,5+04 aAB
Dados relatados como média + desvio padrdo. Mesma letra, minGscula na horizontal e maitscula na vertical, ndo
diferem estaticamente de acordo com o teste de Tukey (p < 0,05). C: grupo controle; G: grupo glaciado; Q: grupo
quitosana; QEPVD: grupo extrato de propolis verde e QEPVM: grupo de quitosana combinada com extrato de
propolis vermelha.

Os resultados obtidos na contagem total de placas de aerdbicas mesofilas (Figura 3)
mostram que houve inibi¢do no crescimento de microrganismos em todos 0s grupos com queda
acentuada na contagem dos grupos QEPVD e QEPVM a partir do dia 30 de armazenamento e
ao final dos 180 dias de armazenamento o grupo G apresentou maior contagem de
microrganismos.

Os resultados mostram que houve acdo bacteriostatica nos grupos tratados com
quitosana e extrato de prépolis. Duman e Ozpolat (2015), observaram em seus estudos que a
aplicacdo de extrato de propolis em filés de peixe resfriados reduziu a contaminacéo microbiana
ao longo do tempo de armazenamento.

Portanto, é possivel afirmar que a incorporacdo do extrato de propolis a quitosana
proporcionou a inibicdo do crescimento de microrganismos mesofilos no camardo congelado
armazenado por 180 dias, dessa forma, é possivel sugerir o uso do extrato de propolis verde e

vermelho combinado com quitosana para estender a vida de prateleira do camaréo congelado.

Figura 3. Contagem total de placas aerébicas mesofilas de camardo (L. vannamei) congelado
submetido a diferentes tratamentos durante 180 dias de armazenamento, Mossor6-RN, 2021.
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4 CONCLUSAO

A quitosana combinada com extrato de propolis verde e vermelha inibiu o
desenvolvimento de microrganismos, promoveu o controle da oxidacdo lipidica e a manutencgéo
do pH além de conferir melhores resultados na capacidade de reten¢do de agua e manutencao
do peso. Portanto, sugere-se que o revestimento de quitosana combinado com extrato de
prépolis verde e vermelha pode ser utilizado como uma alternativa natural eficaz aos
conservantes sintéticos para melhorar a qualidade e estender a vida prateleira do camaréo

congelado.
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