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RESUMO

Obijetivando avaliar os efeitos da quitosana na solucéo de glaciamento de filés de tilapia sobre
atributos microbiolégicos, fisico-quimicos e sensoriais, filés frescos de tildpia foram
congelados e posteriormente conduziu-se um experimento com trés concentracdes de quitosana
(0,75, 1,50 e 2,25%) e um tratamento controle (glaciamento com agua), totalizando quatro
tratamentos, com 52 filés por tratamento. Durante armazenamento sob congelamento (0, 30,
60, 90, 120, 150 e 180 dias), foram realizadas analises de pH, cor e substancias reativas ao acido
tiobarbitirico (TBARS). Analisou-se o percentual de incorporacdo do revestimento,
composicao centesimal e sensorial. Na incorporagdo do revestimento, observou-se aumento
linear, conforme aumento dos niveis de quitosana. O pH foi significativo somente apds 30 dias,
apresentando aumento linear conforme aumento das concentragcbes de quitosana. Para a
coloracdo dos filés, apos 30 dias, somente a intensidade de vermelho apresentou diminuicao
linear conforme aumento da quitosana, e apds 90 dias de estocagem, a luminosidade dos filés
diminuiu linearmente. Nos tempos 90 e 120 dias, foi observado um aumento linear da
intensidade de amarelo dos filés. Nao foi observado efeito significativo da quitosana sobre a
formacdo de TBARS. Com o0 aumento da inclusdo de quitosana, houve uma diminuicao linear
das bactérias heterotréficas nos filés, independentemente do tempo de armazenagem. O teor de
umidade aumentou linearmente, enquanto a proteina diminuiu linearmente, conforme
acréscimo dos niveis de quitosana. Extrato etéreo e cinzas nao foram diferentes entre os filés.
Na analise sensorial, ndo houve efeito de regressdo para os atributos avaliados, porém a
aceitabilidade geral dos filés do tratamento controle foi superior as demais. Conclui-se que 0s
glaciamentos contendo altas concentracdes de quitosana sao eficazes para aumentar a
incorporacéo do revestimento, aumentar a umidade dos filés e diminuir a presenga de bactérias
nos filés, sem afetar grandemente o pH nem a coloracéo durante o congelamento por seis meses.

Palavras-chave: congelamento; Oreochromis niloticus; vida de prateleira.
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ABSTRACT

In order to evaluate the effects of chitosan on tilapia fillet glacial solution on microbiological,
physicochemical and sensory attributes, fresh tilapia fillets were frozen and subsequently
conducted an experiment with three chitosan concentrations (0.75, 1.50). and 2.25%) and a
control treatment (water glaciation), totaling four treatments, with 52 fillets per treatment.
During freezing storage (0, 30, 60, 90, 120, 150 and 180 days), analyzes of pH, color and
thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) were performed. The percentage of coating
incorporation, centesimal and sensory composition was analyzed. In the incorporation of the
coating, a linear increase was observed, as the chitosan levels increased. The pH was significant
only after 30 days, showing linear increase as the chitosan concentrations increased. For the
coloration of the fillets, after 30 days, only the intensity of red decreased linearly as the chitosan
increased, and after 90 days of storage, the luminosity of the fillets decreased linearly. At 90
and 120 days, a linear increase in the yellow intensity of the fillets was observed. No significant
effect of chitosan on TBARS formation was observed. As the inclusion of chitosan increased,
there was a linear decrease in heterotrophic bacteria in the fillets, regardless of storage time.
Moisture content increased linearly while protein decreased linearly as chitosan levels
increased. Ether extract and ashes were not different between fillets. In the sensorial analysis,
there was no regression effect for the evaluated attributes, but the overall acceptability of the
control treatment fillets was superior to the others. It was concluded that glaciers containing
high concentrations of chitosan are effective to increase coating incorporation, increase fillet
moisture and decrease the presence of bacteria in fillets, without greatly affecting pH or color
during freezing for six months.

Keywords: freezing; Oreochromis niloticus; shelf Life.



1 INTRODUCAO

O pescado é um alimento altamente perecivel, devido a sua composicao bioldgica e
quimica (RAMEZANI et al., 2015). O elevado teor proteico, pH proximo a neutralidade, alta
atividade da &4gua e a presenca de enzimas proteoliticas sao fatores que intensificam o processo
de degradacédo (LIU et al., 2010). A deterioragdo se inicia rapidamente apds a morte do animal
(GHALY et al., 2010), em funcdo de uma combinacdo complexa de propriedades fisicas,
quimicas, bioquimicas e processos microbiologicos (NETAM et al., 2018), resultando em
oxidacdo lipidica, degradacdo das proteinas e perda de outros nutrientes valiosos (ADDIS,
2015). Além disso, a producdo de compostos indesejaveis como trimetilamina e bases
nitrogenadas volateis de baixo peso molecular afetam diretamente a qualidade e o prazo de
validade do pescado (OCANO-HIGUERA et al., 2011). Em vista disso, é fundamental a
utilizacéo de técnicas de conservagao.

Uma das técnicas mais utilizadas em pescados € o abaixamento da temperatura, através
da refrigeracao e congelamento (NETAM et al., 2018). O congelamento possibilita a inibicdo
da atividade enzimatica e retarda o crescimento de microrganismos (SOARES et al., 2016). Os
métodos que utilizam baixas temperaturas sdo mais indicados para 0 armazenamento de
alimentos por periodos relativamente longos, motivo pelo qual sdo os mais presentes na
indUstria de alimentos (ZHU et al., 2019).

Porém, € comum que durante o periodo de armazenamento o contato direto com
temperaturas muito frias e ocasionais flutuacdes de temperatura causem perda de umidade por
sublimacdo e secagem na superficie da carne, ocasionando um efeito chamado “queima por
congelamento” (SOARES et al.,, 2016). Além disso, o congelamento e armazenamento
congelado também influenciam na textura, cor, sabor e valor nutricional da carne (LEYGONIE
et al., 2012). Como forma de evitar e reduzir esses efeitos nos produtos congelados, pode ser
empregado, ap0s o congelamento, um metodo denominado glaciamento.

O glaciamento caracteriza-se por ser um revestimento de gelo que recobre a superficie
do produto j& congelado, sendo realizado por imersdo ou pulverizacdo com solucdo de
revestimento (GONCALVES, 2011). Esta técnica minimiza a perda de qualidade resultante das
baixas temperaturas de armazenamento, transporte incorreto, taxa de congelamento e
descongelamento e flutuacdes de temperatura (SOARES et al., 2016). Este € um dos processos
mais utilizados nas industrias de beneficiamento do pescado, por ser o menos dispendioso
(SOARES et al., 2017).



Geralmente, a solucgdo de revestimento do glaciamento consiste em &gua, podendo ser
adicionados aditivos com fungédo espessante e antioxidante, como os fosfatos (GONCALVES,
2011; NETAM et al., 2018). Contudo, tem-se aumentado 0 interesse em conservantes naturais,
fornecendo a oportunidade para a “rotulagem verde” e, consequentemente, atraindo
consumidores interessados neste tipo de produtos (ZHOU et al., 2010). Segundo Ramezani et
al. (2015), conservantes naturais que prolonguem o prazo de validade e que possuam atividade
antioxidante e antibacteriana sdo os mais desejaveis.

A quitosana, derivada da quitina, € um biomaterial versatil por suas carateristicas de
antioxidante, bioatividade, ndo toxicidade, biocompatibilidade, biodegradabilidade e baixa
alergenicidade, além de possuir alta area de superficie, porosidade, resisténcia a tracdo e
condutividade (CHEUNG et al., 2015), além de possuir uma forte atividade antimicrobiana
(SOARES et al., 2016). Diversos estudos utilizando quitosana na solugédo de revestimento do
pescado ja foram realizados e confirmaram sua eficiéncia no prolongamento da qualidade dos
filés durante o armazenamento (FAN et al., 2009; OJAGH et al., 2010; OLIVEIRA, 2013;
SOARES et al., 2016; SHI et al., 2019). Entretanto, ndo foram encontrados estudos avaliando
a eficacia da quitosana no glaciamento de filés de tilapia do Nilo, sendo hipotetizado, portanto,
que este aditivo pode proporcionar uma melhora na qualidade dos filés durante o periodo de
congelamento, através da protecdo microbiol6dgica e antioxidante, com possiveis efeitos
benéficos na diminuicdo da desidratacdo dos filés e na coloracdo dos mesmos.

Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da quitosana na solucdo de
glaciamento de filés de tilapia do Nilo congelados durante o periodo de 6 meses, sobre atributos

microbioldgicos, fisico-quimicos e sensoriais.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Espécie estudada: Tilapia do Nilo

O consumo de pescado impacta positivamente na satde dos consumidores, por ser uma
fonte de energia, proteinas e nutrientes importantes, como acidos graxos poli-insaturados ®-3
de cadeia longa (SOARES et al., 2016), além de fornecer vitaminas e minerais as dietas
humanas em diversos paises (SARMAST et al., 2019). Os atributos sensoriais como sabor,
textura e conveniéncia também tém demonstrado serem fatores adicionais para 0 consumo de
pescado (TAHERGORABI et al.,, 2015). Dentre as espécies de peixes produzidas
mundialmente, as tilapias vém ganhando cada vez mais espaco no mercado, com destaque para
0 género Oreochromis.

A tilapia é um ciclideo originario do Oriente Médio e da Africa, sendo um dos peixes
de maior produtividade comercial a nivel global, com 90% dessa producdo pertencente a
espécie Oreochromis niloticus (WANG & LU, 2015). A tilapia caracteriza-se pela capacidade
de converter racdo em proteina de alta qualidade (WANG & LU, 2015), e auséncia de espinhos
intramusculares em forma de Y, além de apresentar caracteristicas organolépticas desejaveis,
como sabor e cor (HILSDORF, 2018). Por ser um peixe de carne branca, possui baixo teor de
lipidios no musculo, em torno de 1%, sendo considerado um peixe magro (OGAWA & MAIA,
1999).

A tilapia do Nilo (O. niloticus) ocupa a posicdo de quarto lugar entre as espécies mais
produzidas pela aquicultura mundial (FAO, 2018). No Brasil, a producéo de tilapias alcangou
400.280 toneladas em 2018, representando 55,4% da producdo total de peixes de cultivo
(PEIXE BR, 2019). Deste total, 0 Mato Grosso do Sul foi responsavel pela producéo de 25.850
toneladas de tilapias (PEIXE BR, 2019).

Com o aumento da producdo aquicola, a extensdo da vida de prateleira dos produtos
gerados é essencial para preservar as caracteristicas nutritivas e organolépticas durante o

transporte e armazenamento (GHALY et al., 2010).

2.2 Deterioracéo do pescado

O pescado é um alimento altamente perecivel, devido a sua composi¢do bioldgica e



quimica (RAMEZANI et al., 2015). O elevado teor proteico, pH proximo a neutralidade, alta
atividade da &gua e a presenca de enzimas proteoliticas sdo fatores que intensificam o processo
de degradacéo (LIU et al., 2010).

A deterioracao se inicia rapidamente apds a morte do animal (GHALY et al., 2010),
em funcdo de uma combinacdo complexa de propriedades fisicas, quimicas, bioquimicas e
processos microbiologicos (NETAM et al., 2018), resultando em oxidagdo lipidica, degradacédo
das proteinas e perda de outros nutrientes valiosos (ADDIS, 2015). Além disso, durante o
processo de deterioracdo, varios componentes sdo decompostos liberando substancias que
causam uma série de mudancas indesejaveis no sabor, cor e textura da carne (GHALY et al.,
2010).

Estas alteracBes consistem em processos quimicos, fisico-quimicos e bioguimicos,
deterioracdo bacteriana, degradacdo de proteinas e decomposicdo de ATP, que aceleram a perda
de frescor, destroem a estrutura muscular e degradam a qualidade do peixe (CHENG et al.,
2014). Em vista disso, é fundamental a utilizacdo de técnicas de conservacéo.

2.3 Conservacao do pescado pelo congelamento

O processo de preservacao pelo congelamento ndo é exclusivo da atualidade. Na idade
da pedra nossos antepassados primitivos estocavam a caga em meio ao gelo para consumo
posterior (ORDONEZ, 2005), assim como os habitantes de clima artico e esquimés usavam da
mesma técnica (LAWRIE, 2005).

O congelamento se caracteriza por ser o resultado da mudanca de estado, do liquido
para o sOlido, ou seja, uma técnica de conservacdo que trabalha com a remocdo do calor
(GONCALVES, 2011). A exposicao dos produtos a baixas temperaturas, provoca a reducdo
das atividades quimicas, enzimaticas e microbiol6gicas, o que resulta em um prolongamento na
vida de prateleira do pescado e processados (NETAM et al., 2018; SOARES et al., 2016).

Além de reduzir as atividades deteriorantes, o congelamento mantém as caracteristicas
organolépticas e nutritivas da carne semelhantes aquelas antes do congelamento, contanto que
os alimentos sejam processados, congelados, armazenados e manipulados de forma adequada
(ORDONEZ, 2005). Contudo, mesmo que no expressivamente, 0s parametros da textura, cor,
sabor, atividade microbiana e valor nutricional ainda sdo afetados de forma indireta pelo
congelamento, armazenamento congelado e posterior descongelamento (LEYGONIE et al.,
2012).



Os alimentos sdo basicamente compostos por &gua, proteina, gordura, carboidratos,
cinzas (CARSON et al., 2016), cloreto de sodio e minerais (SMAN, 2008). Desta mistura,
dependendo da espécie de pescado, a fracdo da agua pode corresponder entre 60% a 90%, onde
a maior parte sera convertida em gelo durante o processo de congelamento (GONCALVES,
2011).

A 4gua é uma molécula dipolar e, como tal, € atraida por espécies carregadas, como as
proteinas, sendo que parte da agua nas células musculares esta intimamente ligada as proteinas
(HUFF-LONERGAN & LONERGAN, 2005). Assim a agua é encontrada dentro das
miofibrilas, entre as miofibrilas e sarcolema, entre as células musculares e entre grupos de
celulas musculares (HUFF-LONERGAN & LONERGAN, 2005).

Analisando de forma macroscépica quando o alimento atinge graus abaixo do ponto
de congelamento, a 4gua retida no musculo pode se apresentar na forma liquida, solida (gelo)
ou agua “ligada” (que hidrata os biopolimeros) (SMAN, 2008). Durante a fase solida e liquida,
a temperatura é a condi¢cdo mais critica em fungdo da condutividade térmica, dependente dos
principais componentes alimentares (CARSON et al., 2016). O congelamento inicia-se com a
reducdo da temperatura até o ponto de congelamento da &gua; passa para um periodo de
estabilidade térmica onde metade da porcao da gua se solidifica, a temperatura cai rapidamente
e a agua resultante ¢ finalmente solidificada (GONCALVES, 2011).

Do ponto de vista microscopico, durante a formacao da fase sélida (também chamada
de cristalizacdo) ocorrem duas fases distintas: 1) nucleacdo, que € o ponto de partida da
solidificacéo, e 2) formacdo dos cristais (LI et al., 2018). A nucleacdo inicia-se a partir de um
nacleo chamado cristal mée (SPOTO & MIGUEL, 2006). Esse pequeno cristal de gelo formado
pela associacdo de moléculas de agua, caracteriza-se por ser ordenado, estavel e estar em
equilibrio com a fase liquida; ele forma-se sobre particulas estranhas suspensas, sélidos
insoldveis, superficie de peliculas ou paredes (ORDONEZ, 2005). Na fase de formagéo de
cristais, moléculas adjacentes de agua contidas no meio vao se sobrepondo de forma organizada
uma sobre as outras, fazendo com que os cristais aumentem de tamanho (SPOTO & MIGUEL,
2006).

A velocidade de congelamento é dependente do volume total de carne, propriedades
térmicas (calor, condutividade térmica), temperatura de refrigeracdo do ambiente e método de
aplicacdo (LAWRIE, 2005; ZHU et al., 2019), sendo sempre mais lenta no centro e mais rapida
sob a superficie da carne, devido ao contato do meio refrigerado (GONCALVES, 2011).

Segundo (LI, et al., 2019) o processo de formacdo de cristais de gelo afeta

negativamente a qualidade da carne. Os cristais grandes danificam a estrutura celular



(BRONFENBRENER & ABURABEEA, 2015) destruindo a ultraestrutura muscular causando
a despolimerizacdo da parede celular, a ruptura da membrana celular, a alteracdo da pressao
osmotica etc. (LI et al., 2018). Esse comportamento influencia principalmente a fracdo de agua
da carne (LEYGONIE et al., 2012). Os parametros influenciados pela umidade, como pH,
sensibilidade, capacidade de retencao de &gua, etc., sdo todos alterados durante o congelamento.
(LIetal., 2019)

Os métodos que utilizam baixas temperaturas sdo mais indicados para o armazenamento
de alimentos por periodos relativamente longos, motivo pelo qual sdo os mais presentes na
indGstria de alimentos (ZHU et al., 2019). Porém, é comum que durante o periodo de
armazenamento o contato direto com temperaturas muito frias e ocasionais flutuacGes de
temperatura causem perda de umidade por sublimacdo e secagem na superficie da carne,
ocasionando um efeito chamado “queima por congelamento” (SOARES et al., 2016).

Além disso, o congelamento e armazenamento congelado também influenciam na
textura, cor, sabor e valor nutricional da carne (LEYGONIE et al., 2012), sendo necessarias
analises para o controle da intensidade de deterioracdo da carne. Como forma de evitar e reduzir
esses efeitos nos produtos congelados, pode ser empregado, ap6s o congelamento, um método

denominado glaciamento.

2.4 Glaciamento

O glaciamento caracteriza-se por ser um revestimento de gelo que recobre a superficie
do produto ja congelado (GONCALVES, 2011). O processo consiste em criar um revestimento
de agua na superficie do produto congelado, pulverizando ou mergulhando o produto em &gua,
reduzindo a taxa de oxidacdo ao excluir o ar da superficie do produto (SOARES et al., 2013).
Além disso, minimiza a perda de qualidade resultante das baixas temperaturas de
armazenamento, transporte incorreto, taxa de congelamento e descongelamento e flutuagdes de
temperatura (SOARES et al., 2016).

A técnica € realizada com a carne congelada (abaixo de -18°C) sendo imergida na 4gua
(de 1 a 3°C), contendo ou néo aditivos, durante 5 a 10 segundos (OGAWA & MAIA, 1999).
Este € um dos processos mais utilizados nas industrias de beneficiamento do pescado, por ser o
menos dispendioso (SOARES et al., 2017).

Geralmente, a solucdo de revestimento do glaciamento consiste em &gua, podendo ser
adicionados aditivos com fungéo espessante e antioxidante, como os fosfatos (GONGCALVES,



2011; NETAM et al., 2018). Contudo, tem-se aumentado 0 interesse em conservantes naturais,
fornecendo a oportunidade para a “rotulagem verde” e, consequentemente, atraindo
consumidores interessados neste tipo de produtos (ZHOU et al., 2010). Segundo Ramezani et
al. (2015), conservantes naturais que prolonguem o prazo de validade e que possuam atividade

antioxidante e antibacteriana sdo os mais desejaveis.

2.5 Quitosana

A quitosana, polimero derivado da quitina, € uma alternativa em estudo com aditivos
para o revestimento do pescado. A quitina é um dos polimeros mais abundantes na natureza,
podendo ser encontrada no exoesqueleto de insetos, crustaceos e paredes celulares de fungos
(CHEUNG et al., 2015). Quando a quitina é desacetilada, torna-se solivel em meio aquoso
acido, passando a ser denominada quitosana (RINAUDO, 2006) tornando-se altamente viscosa
quando diluida, o que causa grandes restri¢des na aplicacdo da quitosana (ZOU et al., 2016). A
quitosana possui uma grande diversidade de estrutura quimica, resultante das variacdes do peso
molecular (baixo, médio ou alto peso molecular), e pelo grau de desacetilagdo que vai da quitina
(quitosana acetilada) a quitosana (quitina parcialmente desacetilada) (VERLEE et al., 2017).

A quitosana é um biomaterial versatil por suas carateristicas de bioatividade, ndo
toxicidade, biocompatibilidade, biodegradabilidade e baixa alergenicidade, além de possuir alta
area de superficie, porosidade, resisténcia a tracdo e condutividade (CHEUNG et al., 2015). A
quitosana possui um amplo espectro de inibicdo ndo apenas para bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas, mas também contra fungos (VERLEE et al., 2017), podendo ser
bacteriostatica ou bactericida dependendo do pH e do grau de desacetilagéo (LI et al., 2016).

Todas essas caracteristicas tornam a quitosana uma forte candidata como aditivo aos
revestimentos alimenticios (SOARES et al., 2017). Soares et al. (2013) demonstraram que a
adicdo de quitosana a solucéo de glaciamento em filés de salméo (Salmo salar) armazenados
durante 14 semanas foi eficiente contra a desidratacdo e perda de cobertura. O armazenamento
congelado durante 6 meses de filés de salmdo glaciados com adicdo de quitosana resultou em
um impacto menor na coloracao dos filés e proporcionou uma protegdo contra a contaminagdo
microbiologica durante o periodo de armazenamento e o descongelamento (SOARES et al.,
2015). Além disso, as caracteristicas organolépticas dos filés de salméo glaciados com
quitosana e armazenados por 6 meses ndo foram afetadas, inclusive apresentaram beneficios na
cor e aparéncia dos filés (SOARES et al., 2017).



Diversos outros estudos utilizando quitosana na solugéo de revestimento do pescado
foram realizados e confirmaram sua eficiéncia no prolongamento da qualidade dos filés durante
0 armazenamento (FAN et al., 2009; OJAGH et al., 2010; OLIVEIRA, 2013; SOARES et al.,
2016; SHI et al., 2019).

2.6 Analises de qualidade do pescado

Devido a alta perecibilidade do pescado, os cuidados necessarios durante o
processamento e armazenamento destes produtos devem ser maiores. Durante a deterioracéo,
diversas atividades e reacdes resultam na variacdo dos principais componentes do musculo,
como proteinas, agua, lipidios, etc. (HERRERO, 2008). Portanto, é fundamental a compreenséo
dos mecanismos de alteracGes, métodos de analises e os fatores que afetam a qualidade dos

produtos durante a estocagem.

261 pH

O pH é a mensuracdo da quantidade de ions de hidrogénio (H*) presentes em uma
solucdo (LEYGONIE et al., 2012). E um dos parametros de analise da carne mais importantes,
pois pode ocasionar alteracdes significativas na qualidade muscular durante o processamento
(PAREDI et al.,, 2012), influenciando na oxidacdo da mioglobina, lipidios e proteinas
(LEYGONIE et al. 2011), além de afetar o crescimento e mortalidade de microrganismos e
possuir a capacidade de acelerar ou retardar os processos de degradacéo da carne (ANDRES-
BELLO etal., 2013).

Geralmente, peixes vivos apresentam o pH logo acima de 7, porém, este valore decresce
acentuadamente apds o abate, passando para entre 6 e 6,8 na maioria das espécies
(KHALAFALLA et al., 2015). Segundo a Instrucdo Normativa n° 21, de 31 de maio de 2017,
do Ministro da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, o pH da por¢do muscular em peixes
congelados deve ser no maximo de 7, excluidas as espécies das familias Gadidae e Merluccidae,
cujo cuja o valor deve ser no maximo de 7,20 (BRASIL, 2017).

Observando os grandes impactos causados pelo pH na carne, a determinacdo analitica
deste parametro tem por objetivo produzir alimentos seguros de alta qualidade e com valor
agregado (ANDRES-BELLO et al., 2013).



2.6.2 Cor

A cor é um dos principais pontos de julgamento do consumidor e um importante
parametro qualidade da carne (PURSLOW et al., 2020), uma vez que € um dos critérios que 0s
consumidores podem avaliar antes da compra (MEYNIER & LAMBALLERIE, 2016). A cor e
sua estabilidade determinam a intencdo de compra e a comercializagdo de carne fresca, sendo
um fator decisivo na competitividade econdmica das industrias (NEETHLING et al., 2017).

A determinacdo da coloracao € dada por propriedades quimicas e fisicas (KONO, KON
& SAGARA, 2017). Pode ser afetada de forma irreversivel (GUYON et al., 2016) por inUmeros
fatores exdgenos e enddgenos, geralmente inter-relacionado de natureza especifica, espécie e
tipo de muasculo (NEETHLING et al., 2017).

A mioglobina é uma proteina sarcoplasmatica sollvel em agua que da cor a carne,
servindo também como reservatério e transportador de oxigénio para as mitocondrias
(RAMANATHAN & MANCINI, 2018). Contudo, a mioglobina pode causar alteraces na
coloracdo da carne, dependendo do seu estado bioquimico e, especialmente, seu grau de
oxidacdo ou reducdo (PURSLOW et al., 2020), sendo estas variaveis afetadas por fatores como:
estresse ante mortem, pH e temperatura de armazenamento (NEETHLING et al., 2017). Em
peixes de musculo branco hd uma quantidade reduzida de mioglobina, o que resulta em uma
degradacdo do tecido muscular mais rapida do que no musculo vermelho (JEREMIAH, 2019).

Por ser um parametro que afeta, ndo somente a qualidade, mas também a aceitacdo do
produto pelo consumidor (OCANO-HIGUERA et al., 2011), a avaliagdo da cor é fundamental
para um produto final de qualidade e condizente com o gosto do cliente.

A cor é uma caracteristica especificada pela distribuicdo geométrica e espacial de trés
elementos: fonte de luz, refletividade da amostra e sensibilidade visual do observador
(MENDOZA et al., 2006). Por serem atributos subjetivos que existem apenas nos olhos e no
cérebro do observador é necessario a utilizacdo de métodos de anélise padronizados
(GIROLAMI et al., 2012). A avaliacdo instrumental para a mensuragdo da cor gera uma
padronizac¢do maior da medicdao da cor, além de ser menos dispendiosa e mais rapida (GARCiA-
ESTEBAN et al., 2013). Um dos métodos mais frequentemente utilizado é CIE L*, a*, b*
(GIROLAMI et al., 2012). O modelo foi desenvolvido pela Commission International de
I’éclairage (CIE) em 1976, onde a cor consiste em um componente acromatica de luminosidade
(L*) (PURSLOW et al., 2020) e dois componentes cromaticos: um de verde para vermelho (a*)
e outro de azul para amarelo (b*) (YAM & PAPADAKIS, 2004).
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2.6.3 Andlises microbioldgicas

A carne de € um dos produtos mais pereciveis (KAMRUZZAMAN & YOSHIO, 2015)
e propenso ao desenvolvimento de patdgenos dentre todos os alimentos (GUYON et al., 2016),
podendo ocorrer deterioracdo microbiana durante o abate, processamento e armazenamento
(SOHAIB et al., 2016). Sua alta atividade da agua torna a carne um ambiente ideal para a
proliferacdo e desenvolvimento de diferentes microrganismos deteriorantes (AMIT et al.,
2017), em especial os patdgenos de origem alimentar comuns (ZHOU et al., 2010). Além disso,
0S peixes possuem um tecido conjuntivo frouxo que separa a carne em pequenos blocos
musculares, o que facilita a invasao de bactérias (WU et al., 2019).

A contaminacdo inicial do pescado é dependente de vérios fatores, como espécie,
habito alimentar, embalagem, &rea de captura, temperatura de abate, armazenamento,
embalagem e composicdo dos nutrientes disponiveis (ZOTTA et al., 2019). O crescimento de
microrganismos resulta mudangas permanentes na carne (SOHAIB et al., 2016), tais como
decomposicdo quimica, geracdo de metabdlitos, alteracBes sensoriais, descoloracgéo,
desenvolvimento de odores, producdo de lodo e alteracdes no paladar (SUN, 2015).

Em peixes existem diversos organismos especiais de deterioracao que sobrevivem em
diferentes temperaturas de armazenamento, embalagens e composicOes inerentes aos nutrientes
disponiveis (WU et al., 2019).

Segundo Ogawa e Maia (1999), Moraxella, Flavobacterium, Micrococcus,
Staphylococcus, Pseudomonas dos Grupos | e Il, Pseudémonas dos Grupos Il e IV e Vibrios
constituem a microbiota do peixe congelado. O limite de contagem de bactérias aerébicas
mesofilas presentes em peixes é de 7 log UFC/g (HERNANDEZ et al., 2009). Assim, se 0
namero de bactérias ultrapassar o valor limiar, as bactérias se tornardo patégenas (ELLIS &
GOODACRE, 2001), sendo fundamental a utilizacdo de métodos de analises microbianas para
garantir que a carne cumpra com os padrdes e diretrizes obrigatérios (HERRERO, 2008).

A maioria das bactérias cresce otimamente em pH proximo a neutralidade, embora
também possam crescer sem muita dificuldade no intervalo de 5,0 a 8,0; porém abaixo de 5 seu
crescimento é claramente inibido e é raro se multiplicarem em pH 4,5 (ORDONEZ, 2005).
Referente a temperatura, a maioria € sensivel a baixas temperaturas, provavelmente devido aos
danos causados na membrana das células e a desnaturacdo do DNA que ocorrem durante o
congelamento e posterior descongelamento (PAVLOV, 2007). Contudo, algumas bactérias

psicotréficas prevalecem sob condi¢fes de armazenamento congelado, como Pseudomonas



11

spp. e Shewanella spp (ZOTTA et al., 2019). A principal preocupacdo nesses casos é que 0
patdgeno poderia sobreviver e comecar a crescer no produto descongelado (PAVLOV, 2007).

Existem varios meios para retardar ou controlar a incidéncia de deterioracdo causada
por esses microrganismos patogénicos em sistemas a base de carnes, mas todos esses processos
envolvem ingredientes artificiais que podem ter um efeito deletério na satide do consumidor
(SOHAIB et al., 2016).

2.6.4 Oxidacdo lipidica

A carne é um produto rico em lipidios, e dependendo do tipo de mdsculo, pode
apresentar diferentes quantidades e proporgdes (GUYON et al., 2016). Em peixes, a quantidade
de lipidios no masculo depende do tipo de carne que apresentam, peixes de carne vermelha
apresentam alto contetdo lipidico, ja peixes de carne branca possuem baixo teor de lipidios
(OGAWA e MAIA, 1999). Segundo Ribeiro e Seravalli (2007), os 6leos e gorduras constituem
um dos principais componentes de todas as células vivas, exercendo as func¢des de suprir a
necessidade de calorias e &cidos graxos essenciais e transportar vitaminas lipossolUveis para o
interior das células. Além disso, os lipidios apresentam grande importancia comercial, pois
influenciam no sabor e aroma das carnes, contribuem para a maciez, suculéncia (AMARAL et
al., 2018) e na nutricdo (MARIUTTI e BRAGAGNOLO, 2017).

Os peixes caracterizam-se por apresentarem grandes quantidades de acidos graxos
poli-insaturados de cadeia longa (ARAUJO, 2015), na proporcdo de aproximadamente 80%
(OSMANKILINCCEKER et al., 2009), embora o teor de éleo ou gordura varia conforme a
disponibilidade de alimento, tipo, idade e estacio do ano (ARAUJO, 2015). Diferente dos
mamiferos, onde é incomum a presenca de mais de duas ligac6es duplas por molécula de &cido
graxo, 0s peixes apresentam varios acidos graxos com cinco ou seis ligagdes duplas, incluindo
até 40% dos acidos graxos de cadeia longa, sendo altamente insaturados (CESSI & PERISI,
2016) tornando-o mais sensivel a oxidagdo (NETAM et al., 2018).

A oxidac&o lipidica é uma grande preocupacao para a industria de alimentos, uma vez
que contribui para a deterioracdo da carne (CESSI e PERISI, 2016; AMARAL et al., 2018;
MARIUTTI e BRAGAGNOLO, 2017) afetando parametros sensoriais como producao de odor
e sabor desagradavel e alteragdes na coloracdo (GUYON et al., 2016), reducdo da vida de
prateleira, reducdo de valores nutricionais e possivel produgdo de compostos nocivos a satde
(CESSI e PERISI, 2016; MUHLISIN et al., 2016). A oxidagao inicia-se imediatamente apds o

abate, perdurando durante o armazenamento e processamento, ocorrendo na presenca de
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oxigénio e sendo induzida por luz, calor, fotosensibilizadores, metais e espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio (MARIUTTI e BRAGAGNOLO, 2017).

Um dos principais processos do mecanismo de oxidag¢éo em carnes € a auto-oxidacéo,
ocorrendo em trés fases simultaneas: iniciagcéo, propagacao e terminagdo (MUHLISIN et al.,
2016). As duas primeiras fases levam a formacao de radicais, sendo rapidamente transformados
em compostos nao radicais, formando produtos priméarios da oxidacdo lipidica, como dienos
conjugados e hidroperoxidos (GUYON et al., 2016). Estes compostos decompdem-se ainda
mais formando produtos de oxidacdo secundaria, como pentanal, hexanal e malonaldeido
(MARIUTTI e BRAGAGNOLDO, 2017).

Segundo Mariutti e Bragagnolo (2017), os compostos primarios (alto peso molecular)
alteram a cor e viscosidade do produto enquanto os produtos da oxidagdo secundarios (de baixo
peso molecular) sdo responsaveis pelo sabor rangoso. Os produtos da oxidacao lipidica podem
ser mensurados através da avaliacdo dos compostos formados como as substancias reativas ao
acido tiobarbitdrico (TBARS), sendo o mais utilizado para produtos carneos (GUYON et al.,
2016).

Existem varios fatores intrinsecos no masculo que tem a finalidade de impedir a
oxidacdo lipidica, contudo, eles geralmente sdo perdidos ap0s a transformacdo do musculo em
carne, durante o processamento, manuseio e armazenamento (AMARAL et al., 2018). Segundo
Leygonie et al. (2012) reag¢des quimicas tambeém podem ocorrer durante 0 armazenamento
congelado, iniciando a peroxidacdo na carne. Uma forma de reduzir a oxidacdo € a utilizacao
de antioxidantes (DEVATKAL e NAVEENA, 2010; AMARA et al., 2018) preservando assim,
a fracdo lipidica da carne (CESSI e PERISI, 2016).

2.6.5 Anadlise sensorial

Um dos requisitos fundamentais para consumidores € a qualidade do produto, e tem-se
observado um crescente interesse em métodos de avaliagdo com o objetivo de garantir niveis
aceitaveis de qualidade (JIA et al., 2018). Um dos aspectos mais importantes para a avaliacdo
da qualidade em peixes € o frescor, que esta diretamente ligado & aparéncia, textura e sabor
(CHENG et al., 2014).

A avaliagdo sensorial € a ciéncia que evoca, mede, analisa e interpreta reacdes as

caracteristicas dos alimentos percebidas pelos sentidos (HERRERO, 2008).
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Nas Ultimas décadas, a avaliacdo do consumidor tem sido extensivamente utilizada para
determinar a aceitabilidade e a qualidade dos produtos, sendo utilizados testes para a
determinacéo dos gostos dos clientes (TORRICO et al., 2018).

Diversos procedimentos sdo utilizados para a determinagdo do frescor, envolvendo a
visdo (aparéncia), tato (firmeza e textura) e o olfato (odor) (ALIMELLI et al., 2007). O teste de
aceitabilidade ¢ um dos mais empregados, pois através da classificacdo heddnica fornece

informacdes sobre a magnitude da aceitabilidade do produto (TORRICO et al., 2018).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Delineamento experimental

O experimento foi conduzido em um delineamento inteiramente casualizado, com trés
concentragfes de quitosana (0,75, 1,50 e 2,25%) e um tratamento controle (filés glaciados
somente com agua), em um total de quatro tratamentos, com 52 filés por tratamento.

Em cada tempo de armazenamento sob congelamento (0, 30, 60, 90, 120, 150 e 180
dias), foram retirados trés filés por tratamento para analises de pH, cor e oxidacéo lipidica, e
um filé para caracterizacdo microbiolégica. Apo6s 120 dias de armazenamento, foi realizada a
analise sensorial (10 filés por tratamento), e apds 150 dias de estocagem, foi realizada a analise

de composicao centesimal (14 filés por tratamento).

3.2 Obtencao dos filés

Foram utilizadas 104 tilapias do Nilo, provenientes do cultivo em viveiros escavados na
cidade de Dourados-MS, com peso médio de 700 g. ApoGs a despesca, as tilapias foram
insensibilizadas por sec¢do da medula espinhal e acondicionadas em caixas de isopor com gelo,
sendo entdo transportadas até o Laboratério de Carnes da Faculdade de Ciéncias Agrérias da
Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD).

Os peixes foram submetidos a descamacdo, evisceracao, retirada do couro e filetagem
manual. Os filés foram lavados em &gua clorada e submetidos ao congelamento individual (-
18°C) durante 20 horas, sendo entdo realizado o processo de glaciamento com diferentes

concentragdes de quitosana.

3.3 Preparo das solugdes de glaciamento

A quitosana foi obtida a partir da empresa Polymar, com grau de desacetilacdo de 85%.
As diferentes concentrag6es de quitosana (0,75, 1,50 e 2,25%) foram preparadas em solucgéo de
acido acetico a 1%, sendo submetidas a agitacdo constante em placa de aquecimento a 45°C,
até completa dissolucdo (FIGURA 1). Apos o resfriamento, as solu¢des foram armazenadas no

refrigerador a (5£2°C), até o momento do glaciamento. Antes de iniciar o glaciamento, as
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solucBes foram resfriadas até a temperatura de 1°C e mantidas nesta temperatura através da
utilizacdo de gelo em volta do frasco

FIGURA 1. Solucdes de glaciamento com diferentes concentracfes de quitosana.

3.4 Aplicacdo das solugdes de glaciamento nos filés

Ap0s o congelamento, os filés foram pesados individualmente e submetidos ao processo
de glaciamento, que consistiu na imersdo dos filés congelados nas diferentes solucbes de
glaciamento entre 1 e 3°C por 10 segundos. O processo de glaciamento foi realizado
individualmente para cada filé (FIGURA 2).

Para os filés do tratamento controle, o glaciamento foi feito somente em &gua, sendo
realizada a imerséo dos filés por duas vezes na agua entre 1 e 3°C, por 10 segundos.

Todos os filés foram levados ao freezer por 5 minutos e posteriormente pesados
novamente para verificagdo da incorporacao do glaciamento.

Os filés de cada tratamento foram embalados individualmente em sacos plasticos
identificados e armazenados sob congelamento em freezer (-18°C). Para realizagdo das analises,

as amostras foram descongeladas sob refrigeracédo (5+2°C) por cerca de 16 horas.
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FIGURA 2. Processo de aplicacdo do revestimento a) Imersdo do filé na solucdo de
revestimento; b) escorrendo os excessos de solucéo; c) filés glaciados.

3.5 Incorporacéo do glaciamento

Apo0s o glaciamento, a porcentagem de incorporagdo do glaciamento foi determinada
pela seguinte equacéo:
~ . Pgi — Pf
Incorporacgao do revestimento (%) = T X 100

Onde: Pf= peso do filé antes do glaciamento

Pgi=peso do filé apo6s o glaciamento inicial

3.6 pH

O pH foi mensurado em triplicata por filé, em trés filés por tratamento e por tempo de
armazenagem (0, 30, 60, 90, 120, 150 e 180 dias), utilizando um potenciémetro digital portatil
(Texto modelo 205), com eletrodo de inser¢do para carnes (FIGURA 3). Também foi realizada

a analise do pH das solucGes, em triplicata.
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FIGURA 3. Anélise de pH com potenciémetro digital. a) analise pH no filé descongelado, b)
andlise do pH nas solugdes de revestimento.

3.7 Cor

A colorag&o dos filés foi realizada na face ventral do filé (FIGURA 4), tomando seis
pontos diferentes de leitura por amostra, em trés filés por tratamento e por tempo de
armazenagem (0, 30, 60, 90, 120, 150 e 180 dias). Os valores de luminosidade (L*) foram
avaliados utilizando um colorimetro (Minolta® modelo CR-10), sob angulo de 90°, a
temperatura ambiente, em que L* definiu a luminosidade (L*= 0 preto e L*=100 branco), croma
a* (componente vermelho-verde) e croma b* (componente amarelo-azul).

A coloracdo das solugdes de glaciamento também foi realizada, em triplicata por

solucéo.

FIGURA 4. Anélise de cor. a) andlise de cor no filé descongelado; b) analise de cor nas
solugdes de revestimento.
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3.8 Analise microbioldgica

Foi avaliada a presenca de bactérias heterotroficas nos filés de tilapia. Para tanto, em
por tempo de armazenagem (0, 30, 60, 90, 120, 150 e 180 dias), um filé por tratamento foi
analisado em triplicata. Cada amostra foi homogeneizada por 90 segundos em um Stomacher
(Lab-Blender 400, PBI, Mil&o, Italia) e as dilui¢des foram preparadas em solucao salina estéril.
Apos, as diluicbes foram plaqueadas em placas contendo agar para contagem (PCA), incubados

por 24 h a 37°C (SERIO et al., 2018). Ap0s este tempo 0s microrganismos foram contados.

3.9 Composicdo Centesimal

As analises foram realizadas em duplicata, em 14 filés por tratamento, ap6s 120 dias
de armazenamento dos filés. Os teores de umidade, cinzas e lipideos foram determinados
conforme metodologia da AOAC (2005). Os teores de proteina bruta foram determinados pelo

método semi-micro Kjeldahl, descrito por Silva e Queiroz (2002).

3.10 Oxidacao lipidica

A oxidacdo lipidica foi avaliada em cada tempo de armazenagem (0, 30, 60, 90, 120,
150 e 180 dias), em trés filés por tratamento, em triplicata. A oxidacdo lipidica foi avaliada
através da determinacdo de substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS), através de
metodologia proposta por Wrolstad et al. (2005) (FIGURA 5). Para tanto, uma amostra de 5 ¢
foi misturada com 10 ml de acido tricloroacético a 10% (p / v) e homogeneizada em um
processador. Apos filtragdo, foi adicionado 2 mL do filtrado a 2 mL de &cido tiobarbiturico
aquoso 0,02 M num tubo de ensaio. Os tubos de ensaio foram incubados a 100°C durante 15
min; em seguida, a absorbancia foi medida a 532 nm em espectrofotometro. O valor de TBARS
foi calculado a partir da curva padrao e expresso em mg de malondialdeido / kg de peixe.
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FIGURA 5. Processo de andlise de TBARS a) Resultado da extracdo lipidica do filé; b) amostra
filtrada e c) amostra pronta para leitura do espectrofotdometro.

3.11 Perfil sensorial

A andlise do perfil sensorial dos filés foi realizada apds 120 dias de armazenamento dos
filés, com 100 provadores ndo treinados, sendo que as amostras foram oferecidas aos julgadores
sob luz branca.

Para as avaliagdes sensoriais dos filés, os mesmos foram inicialmente descongelados
sob refrigeracdo (5+2°C) por cerca de 16 horas. Os filés isentos de aparas da filetagem foram
cortados em cubos (£ 3 g), acondicionados em papel aluminio e levados ao forno a temperatura
de 180°C, por dez minutos (FIGURA 6). Foi oferecido um cubo de filé de cada tratamento por

provador, utilizando material descartavel, isento de odor estranho.

FIGURA 6. Filés controle e contendo quitosana apds o forneamento.
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Juntamente com a ficha de analise sensorial, foram oferecidos um copo contendo agua
e duas bolachas agua e sal (FIGURA 7), e os julgadores foram orientados a comer um pedaco

de bolacha e tomar agua entre as amostras.

FIGURA 7. Organizacdo dos materiais disponibilizados para cada provador.

Foram realizadas dez sessdes, cada uma com dez consumidores diferentes. Cada
consumidor avaliou quatro amostras codificadas com um cédigo aleatdrio de trés digitos por
sessdo, correspondente aos diferentes tratamentos. As amostras foram servidas em um
delineamento randomizado para evitar efeitos de ordem e transposi¢cdo (MACFIE et al., 1989).
Os consumidores foram solicitados a provar e avaliar cada amostra sobre a aceitabilidade de
quatro atributos (cor, textura, suculéncia e aceitabilidade geral) usando uma escala de 9 pontos,
variando de 1 (desgostei extremamente) a 9 (gostei extremamente). N&o foi incluido a escala

média, tal como descrito por Font i Furnols et al. (2008).

3.12 Andlise estatistica

Os resultados relativos as andlises dos filés glaciados com as diferentes solucdes de
quitosana, em cada tempo de armazenamento (0, 30, 60, 90, 120, 150 e 180 dias), foram
submetidos a analise de regressdo a 5% de significancia, pelo procedimento Simple Regression
do software STATISTICA 7.1® (Statsoft Inc., Tulsa, OK, USA). Para comparacdo dos
tratamentos contendo quitosana com o controle, foi realizada uma andlise de variancia
(ANOVA) e em caso de diferencas (P<0,05) foi aplicado o Teste de Dunnet.

Os dados foram reportados como média + erro padrdo da média.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Analise das solugdes de glaciamento

Na caracterizacdo das solucdes de glaciamento (TABELA 1), pode-se observar um
aumento linear nos valores de pH e intensidade de amarelo (croma b*), conforme acréscimo da
concentragdo de quitosana nas solugdes. Por outro lado, a luminosidade e a intensidade de
vermelho (croma a*) diminuiram linearmente conforme o aumento da inclusdo de quitosana
nas solugdes. Para os parametros pH, croma a* e b*, todas as solu¢bes contendo quitosana

apresentaram médias diferentes do controle.

TABELA 1. Valores de pH e coloracdo de solucdes contendo diferentes concentracdes de
quitosana, armazenados sob congelamento.

Concentracédo de quitosana na solucgéo de glaciamento (%) \/alor de

Parametros  Controle 0,75 1,50 2,25 P
pH 6,61+0,04 4,39+0,02* 4,73+0,00* 5,02+0,02* <0,0001%
L* 83,42+1,45 85,77+0,10 84,49+0,07 81,07+0,38 <0,00018
ax -2,03+0,03 -1,86+0,02* -2,29+0,03* -2,58+0,03* <0,0001¢
b* 0,05+0,09 1,84+0,15* 5,25+0,34* 9,23+0,53* <0,0001°

Dados expressos em média + erro padrdo. Médias diferem (P<0,05) do tratamento controle pelo teste de Dunnet.
ARegressdo linear entre as diferentes concentragdes de quitosanay = 0,3167x + 4,0778, R2=0,9982. BEquac4o da
reta: y = -2,35x + 88,473, R2 = 0,9354. “Equac&o da reta: y = -0,36x - 1,5233, R? = 0,9876. PEquacio da reta: y =
3,6933x - 1,9489, R2 = 0,998.

O pH mais baixo das solugbes contendo quitosana provavelmente foi resultado do
acido ascorbico a 1% utilizado para a diluicdo, visto que a quitosana somente é solivel em meio
aquoso acido (RINAUDO, 2006). Com o aumento da concentracdo de quitosana, o pH foi
elevando-se, indicando um equilibrio entre o &cido e quantidade de quitosana,
consequentemente aumentando o pH. Conforme Hamdine et al. (2005), dependendo das
concentracgdes e tipo de acido utilizado na dilui¢do, a quitosana pode afetar diretamente o pH
da solugéo.

Em relacdo a coloracdo a quitosana quando diluida pode apresentar coloracdo da
solugdo de amarelada a limpida. Apds a diluicéo total, as solugdes com maiores concentragdes
de quitosana apresentaram maior intensidade de amarelo. Esse efeito pode ter sido resultado do
grau de desacetilacdo da quitosana utilizada, que foi de 85%. Segundo Verlee et al. (2017),
alteracdes no peso molecular e no grau de desacetilacdo resultam em alteragbes na estrutura
guimica e fisica, gerando uma grande variedade de amostras de quitosana disponiveis no

mercado. A utilizacdo de produtos degradados da quitosana, como o0s oligossacarideos, que
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possuem cadeias menores e consequentemente apresentam melhor solubilidade e menor
viscosidade em condigdes fisiologicas, pode ser uma alternativa para o uso da quitosana em
solugdes de revestimento (ZOU et al., 2016).

4.2 Incorporacao do revestimento

Para a incorporagdo do revestimento (% de glaciamento) nos filés (FIGURA 8),
observou-se um aumento linear de 9,79 a 23,92%, conforme aumento dos niveis de inclusédo da

quitosana na solucéo.
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FIGURA 8. Incorporacdo do revestimento em de filés de tilapia glaciados com solucgdes
contendo diferentes concentracfes de quitosana, armazenados sob congelamento. Barras
verticais indicam o erro padrdo da média.

Esse comportamento provavelmente foi causado devido a alta viscosidade que as
solugbes com maior concentracdo de quitosana apresentaram, visto que com o aumento dos
niveis de quitosana, as solugGes se tornaram mais viscosas. Os materiais intermediarios entre
liquido e solido sdo compostas por proteinas, polissacarideos ou uma combinagdo dos dois, e
resultam da complexa interacéo entre solventes e a rede molecular (OAKENFULL et al., 1997).
Segundo Sathivel et al. (2007), solugbes de quitosana apresentam um caracteristico
comportamento macromolecular, onde as moléculas de polimeros entrelacam-se mutuamente.
Este emaranhado de moléculas é o responsavel por conferir o carater viscoelastico da solucéo
(OAKENFULL et al., 1997). Além disso, comprimentos mais longos das cadeias da quitosana
resultam em impacto na solubilidade e maior viscosidade em condicdes fisioldgicas (ZOU et

al., 2016), consequentemente, dificultando o processo de aplicacdo do revestimento e de
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escoamento dos excessos. O aumento da viscosidade é diretamente proporcional a concentracao
de quitosana, e garante uma adesdo superior entre filé e solucdo, pois possui maior resisténcia
ao movimento, gerando um aumentando na espessura final do revestimento (SOARES et al.,
2016).

Porém, a legislacdo brasileira estabelece que o limite maximo para a quantidade de
glaciamento é de 12%, com ou sem aditivos, sobre a superficie do peixe (BRASIL, 2017).
Assim, apenas a concentragdo de 0,75%, apresentando uma incorporacdo de 10,89%, e o
controle estariam aptas legalmente para comercializacdo, sendo necessario estudo de novas
metodologias de aplicacdo do revestimento ou alteracdes no processo de diluicdo para tentar

viabilizar os demais tratamentos.

43 pH

Na analise do pH dos filés conforme o tempo de armazenamento (TABELA 2), pode-
se observar um aumento linear do pH dos filés, conforme aumento das concentracdes de
quitosana, somente apds 30 dias de estocagem. Ao comparar 0s tratamentos contendo quitosana
com o controle, somente nos tempos 30 e 60 dias as médias de pH dos filés contendo quitosana
foram diferentes (P<0,05) do controle. Nos demais tempos de armazenamento, ndo foram
observadas diferencas (P>0,05) para o pH dos filés.

TABELA 2. Valores de pH de filés de tilapia glaciados com solugdes contendo diferentes
concentracdes de quitosana, armazenados sob congelamento.

Concentracdo de quitosana na solugéo de glaciamento (%)

Tempo (dias) Controle 0,75 1,50 2,25 Valor de P
0 6,39+0,15 6,35+0,05 6,22+0,03 6,31+0,12 0,7520
30 6,12+0,02 5,80+0,06* 5,92+0,01* 6,00+0,02 0,0064%
60 6,13+0,07 5,86+0,02* 5,95+0,03* 5,89+0,02* 0,5103
90 6,20+0,01 6,13+0,15 5,97+0,07 5,99+0,05 0,3537
150 6,18+0,11 6,09+0,05 6,12+0,05 6,04+0,03 0,4070
180 6,08+0,07 6,13+0,06 6,16+0,21 6,10+0,04 0,8643

Dados expressos em média + erro padrdo. *Médias diferem (P<0,05) do tratamento controle pelo teste de Dunnet.
ARegressdo linear entre as diferentes concentracdes de quitosana. y = 0,0967x + 5,7148, R2 = 0,9844

A reducdo do pH apo6s os 30 dias pode ter relagdo direta com a solucéo de revestimento.
Esse efeito talvez esteja relacionado a migracéo do revestimento, que possui pH &cido, para o
musculo do peixe (SOARES et al., 2013). Isso explica o fato de apenas as solu¢fes com
concentracdo de 0,75 e 1,50% de quitosana terem sido mais baixas, indicando que os filés

incorporaram as caracteristicas das solugdes. Contudo, apds 60 dias, foi observado uma reducgéo
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expressiva do efeito da quitosana sobre o pH, e isso possivelmente foi devido a quitosana ter
alcancado seu grau maximo de interacdo com o filé, resultando em uma estabilidade entre
solucdo e filé.

Nos meses seguintes, o pH dos filés glaciados com quitosana foi aumentando
gradativamente, igualando-se as medias dos filés do tratamento controle, um efeito comum
resultante da acdo do congelamento e descongelamento (SATHIVEL et al., 2007).

A legislacdo brasileira estabelece um limite maximo de 7,00 para o pH da porcéao
muscular do pescado congelado estar apta para o consumo humano (BRASIL, 2017). Todas as

amostras apresentaram resultados inferiores a este valor.

44 Cor

Para a coloracdo instrumental dos filés (TABELA 3), verificou-se que, apés 30 dias de
estocagem, somente a intensidade de vermelho (a*) apresentou diminuigéo linear conforme
aumento da quitosana nas solucdes. A coloracdo dos filés parece ter uma relacdo direta com a
solucdo de revestimento, assim como demonstrou o0 pH. A diminuicdo da intensidade de
vermelho ap6s 30 dias pode ter sido causada devido ao inicio da interacdo do revestimento com
o filé, para posteriormente aderir a tonalidade mais amarelada caracteristica dos tratamentos
contendo quitosana.

No tempo 90 dias de armazenamento, foi observado um aumento linear da intensidade
de amarelo (b*) dos filés, conforme o acréscimo da concentracdo de quitosana nas solucdes de
glaciamento. Este comportamento da croma b* também foi observado no tempo de 120 dias,
confirmando a teoria de que as os filés tendem a incorporar as caracteristicas de cor da solucao
de revestimento.

Apds 90 dias de estocagem, a luminosidade (L*) dos filés diminuiu linearmente,
conforme o aumento das concentragfes de quitosana, mesmo comportamento observado nas
solugdes. Este fato também pode estar relacionado com a espessura do revestimento, que se
torna menos translicido devido a modificacdo do indice de refracdo da camada superficial
(CARDOSO et al., 2016).

Ao comparar as médias dos tratamentos contendo quitosana com o controle, verificou-
se que para luminosidade todas as médias foram iguais (P>0,05). Para a croma a*, as médias
no tempo 90 dias foram diferentes (P<0,05) do controle, assim como a média da concentracdo
2,25% no tempo 30 dias também foi diferente. Para a croma b*, somente as médias da

concentracdo 2,25% nos tempos 90 e 120 dias foram superiores (P<0,05) as médias do
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tratamento controle. Essa diferenca provavelmente ocorreu devido a cor caracteristica da

quitosana ficar mais acentuada em fungéo da alta concentracgdo, resultando na reducdo de

intensidade de vermelho e aumento de amarelo.

TABELA 3. Coloracdo de filés de tilapia glaciados com solugbes contendo diferentes
concentracdes de quitosana, armazenados sob congelamento.

Concentracdo de quitosana na solucdo de glaciamento (%) Valor de

Tempo (dias) Controle 0,75 1,50 2,25 P
Luminosidade (L*)

0 39,39+0,52 40,05+0,56 39,19+0,65 39,89+0,63 0,8592
30 47,20+0,19 51,34+0,82 50,48+1,40 49,81+0,84 0,3077
60 49,56+0,56 49,17+0,68 49,36+0,88 49,37+0,43 0,8294
90 46,20+0,52 47,10£0,70 47,43+0,89 46,14+0,85 0,4228
120 45,97+0,38 49,82+1,81 48,39+0,61 46,13+0,63 0,04694
150 46,55+1,10 47,01+0,42 46,50+0,44 46,69+0,03 0,5339
180 46,93+1,02 49,09+0,81 50,60+0,22 48,54+0,98 0,6689

Intensidade de vermelho (a*)

0 -0,29+0,13 -0,21+0,04 -0,60+0,12 -0,50+0,17 0,1719
30 -0,06+0,22 -0,60+0,33 -1,05+0,27 -1,62+0,16* 0,0206"
60 -0,70+0,06 -0,98+0,30 -1,09+0,17 -0,63£0,31 0,3810
90 -0,75+0,29 -1,58+0,19* -1,76+0,14* -1,55+0,12* 0,8947
120 -1,33+0,12 -1,64+0,22 -1,66+0,13 -1,14+0,16 0,0927
150 -1,12+0,15 -1,53+0,07 -1,32+0,28 -1,37+0,25 0,5930
180 -0,77+0,18 -1,30+0,25 -1,46+0,33 -1,21+0,30 0,8358

Intensidade de amarelo (b*)

0 -1,44+0,16 -0,98+0,31 -1,92+0,03 -1,21+0,19 0,6200
30 -0,51+0,23 -0,26+0,36 -0,78+0,26 -0,85+0,30 0,2023
60 -2,66+0,56 -3,00+0,37 -3,18+0,70 -1,29+0,72 0,1082
90 -1,10+0,49 -0,88+0,09 -0,15+0,35 0,27+0,13* 0,0061¢
120 -0,79+0,13 -0,51+0,16 -0,66+0,01 0,94+0,19* 0,0114°
150 -0,34+0,17 -0,54+0,58 -0,52+0,92 0,73+0,66 0,2445
180 -1,00£0,18 -0,49+0,68 -0,23+0,87 1,03+1,02 0,2319

Dados expressos em média + erro padrdo. *Médias diferem (P<0,05) do tratamento controle pelo teste de Dunnet.
ARegressdo linear entre as diferentes concentracdes de quitosana. y = -2,4626x + 51,81 R2 = 0,9834. BEquac4o da
retay = -0,6778x - 0,07 Rz = 0,9954. “Equacédo da reta y = 0,7715x - 1,4104 R? = 0,9772; PEquacéo da retay =
0,9652x - 1,5276 R2 = 0,6728.

Embora o presente trabalho tenha apresentado variagdo na coloragdo, no trabalho de

Soares et al. (2015) realizado com filés de salmao, o glaciamento com quitosana ndo acarretou

diferencas significativas na cor, apresentando inclusive maior estabilidade na coloracao. Porém,

no estudo foi utilizada quitosana com grau de desacetilagdo de 91%, resultando, provavelmente,

em uma solucdo mais limpida que exerceu menos efeito sobre os filés.
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4.5 Oxidacéo lipidica

Para a oxidacdo lipidica dos filés (TABELA 4), ndo foi observado efeito significativo
(P>0,05) dos niveis de quitosana sobre a formacdo de substdncias reativas ao &cido
tiobarbitarico (TBARS), nos diferentes tempos de armazenamento. Os filés glaciados com
quitosana também ndo apresentaram meédias de TBARS diferentes do tratamento controle
(P>0,05).

TABELA 4. Substancias reativas ao acido tiobarbitirico (mg de malonaldeido/kg de amostra)
em filés de tilapia glaciados com solugdes contendo diferentes concentracGes de quitosana,
armazenados sob congelamento.

Concentracédo de quitosana na solugéo de glaciamento (%)  \alor
Tempo (dias)  Controle 0,75 1,50 2,25 de P

0 16,02+0,27 14,73+0,46 13,40+0,87 13,46+0,47 0,2125

30 13,71+0,27 13,41+0,59 15,01+0,07 14,25+0,48 0,2717

60 9,99+0,38 12,03+0,80 11,1040,45 11,57+1,70 0,6678

90 11,09+0,16 15,56+1,74 13,34+1,04 12,83+0,42 0,1826

120 12,78+0,82 17,01+0,99 14,73+0,55 17,18+1,12 0,9123

150 10,71+0,05 14,64+0,06 14,27+1,17 13,38+1,32 0,3752

Dados expressos em média + erro padréo.

Estes resultados indicam que o revestimento com quitosana ndo causou um impacto
significativo na oxidagdo lipidica dos filés de tilapia. Tal fato ndo era esperado, uma vez que a
quitosana é conhecida por suas caracteristicas antioxidantes (CHEUNG et al., 2015).

Possivelmente, a auséncia de diferenca na oxidacédo lipidica dos filés glaciados com
quitosana se deve ao fato da tilapia ser um peixe magro, com teor de lipidios em torno de 1%
(OGAWA e MAIA, 1999). Assim, a oxidacdo lipidica pode ndo desempenhar um papel
importante na deterioracdo do pescado em funcdo da baixa porcentagem de lipideos. Em
estudos com peixes gordos, cuja analise de oxidag&o lipidica foi realizada pelo método TBARS,
foi observado efeito antioxidante da quitosana: gelatina aplicada em truta arco-iris (NOWZARI
et al., 2013); filme comestivel aplicado em salmédo (SATHIVEL et al., 2007) e revestimento em
salmdo (HAMMOND e SKONBERG, 2012). Este efeito provavelmente foi causado devido a
sua propriedade de barreira ao oxigénio que retarda a oxidacao dos lipidios (CARDOSO et al.,
2016).

Porém, um estudo realizado por Soares et al. (2013) com amostras de salmao glaciado
com quitosana e armazenado sob congelamento durante seis meses, submetidas a anélise de
determinacdo do valor de &cido tiobarbitdrico (TBA), ndo apresentaram diferencas

significativas para a oxidag&o lipidica por este método entre as amostras. Entretanto, este estudo
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ndo pode ser um comparativo, uma vez que testes de TBA apenas levam em consideragédo a
quantidade de malonaldeido e ndo a extensdo geral da oxidacdo lipidica, como no TBARS
(CARDOSO et al., 2016).

4.6 Analise microbioldgica

Na caracterizacdo do crescimento de bactérias heterotréficas conforme passar do tempo
de estocagem (TABELA 5), pode-se observar que nos tempos 30, 60, 90 e 120 dias, ndo houve
crescimento de bactérias nos filés dos tratamentos contendo 1,5 e 2,25% de quitosana na
solucdo de glaciamento. Entretanto, ap6s 150 e 180 dias, observou-se o retorno do crescimento
de bactérias heterotréficas nos filés destas concentragdes. De forma geral, com 0 aumento da
inclusdo de quitosana nas soluc@es, houve uma diminuicdo linear das bactérias heterotroficas

nos filés, independentemente do tempo de armazenagem.

TABELA 5. Crescimento de bactérias heterotroficas (log UFC\g) em filés de tilapia glaciados
com solucdes contendo diferentes concentracfes de quitosana, armazenados sob congelamento.
Concentracdo de quitosana na solucdo de glaciamento (%)

Tempo (dias)  Controle 0,75 1,50 2,25
0 4,47 4,42 4,42 4,42
30 3,72 2,52 0 0
60 3 2,3 0 0
90 3 2,82 0 0
120 3,36 3,22 0 0
150 3,98 3,82 3 2,82
180 4,02 3,9 3,22 2,82

Esta diminuig8o das bactérias heterotroficas nos filés contendo concentragcdes maiores
de quitosana possivelmente foi em funcdo da caracteristica de inibicdo bacteriana que a
quitosana apresenta (FAN et al., 2009), sendo que diversos outros estudos relataram a eficiéncia
da quitosana como antimicrobiano em pescado congelado (SOARES et al., 2017; SOARES et
al., 2015; NOWZARI et al., 2013; FAN et al., 2009). Além disso, quando a quitosana é um
componente da solucdo de revestimento, ela fica mais disponivel para atuar, enquanto que em
parte de uma estrutura sélida, como um filme comestivel, fica mais retida (NOWZARI et al.,
2013) facilitando a atuacdo da acdo antibacteriana.

A quitosana possui um amplo espectro de inibicdo ndo apenas para bactérias gram-
positivas e gram-negativas, mas também contra fungos (VERLEE et al., 2017), podendo ser
bacteriostatica ou bactericida dependendo do pH e do grau de desacetilacdo (LI et al., 2016).

No presente estudo, a quitosana apresentou atividade bacteriostatica, uma vez que em 150 e
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180 dias houve aumento da quantidade de bactérias heterotréficas nos filés glaciados com 1,50
e 2,25% de quitosana. Isto pode ser devido ao grau de desacetilagcdo da quitosana utilizada no
presente estudo (85%), baixo em comparagdo com outras quitosanas que podem ter acima de
91% de desacetilacdo (SOARES et al., 2013; SOARES et al., 2015).

4.7 Composigao centesimal

Na composicao centesimal dos filés (Tabela 6), observou-se que o teor de umidade
aumentou linearmente, enquanto o teor de proteina bruta diminuiu linearmente, conforme
acréscimo dos niveis de inclusdo de quitosana na solucdo de glaciamento dos filés. O extrato
etéreo e as cinzas ndo foram diferentes entre os filés das solugdes contendo quitosana. Ao
comparar-se as médias do tratamento controle com as demais, verificou-se que a concentracdo
1,50% de quitosana apresentou médias de umidade, proteina e cinzas diferentes (P<0,05) do
controle. Por outro lado, na concentracdo de 2,25%, os teores de umidade, proteina e extrato
etéreo foram diferentes (P<0,05) das médias dos filés do tratamento controle.

TABELA 6. Composicdo centesimal ap6s 150 dias de estocagem sob congelamento, de filés de
tildpia glaciados com solucbes contendo diferentes concentracGes de quitosana.
Concentracdo de quitosana na solucdo de

glaciamento (%) Valor de
Parametros Controle 0,75 1,50 2,25 P
Umidade 78,32+0,18 79,28+0,37  80,23+0,40* 80,69+0,29*  0,0221*
Proteina 21,08+0,27 20,09+0,37  19,22+0,33* 18,60+0,36*  0,0184°
Extrato etéreo 1,80+0,20 1,29+0,17 1,37+0,13 1,1740,14* 0,6047
Cinzas 1,09+0,02 1,06+0,03 1,00+0,02* 1,08+0,02 0,0628

Dados expressos em média + erro padrdo. *Médias diferem (P<0,05) do tratamento controle pelo teste de Dunnet.
ARegressdo linear entre as diferentes concentragdes de quitosana. y = 0,7041x + 78,661 R2 = 0,9615 BEquacao da
retay = -0,7435x + 20,789 Rz = 0,9907

O aumento da umidade pode ter sido causado pelo alto grau de incorporagdo dos
revestimentos, onde os filés com maiores niveis de quitosana no glaciamento também
apresentaram maior porcentagem de revestimento. Durante 0 armazenamento, a umidade do
revestimento € perdida no lugar da umidade do filé, servindo como barreira protetora para a
perda de dgua. As baixas temperaturas durante o congelamento causam perda de umidade por
sublimacdo e secagem na superficie da carne (SOARES et al., 2016), sendo, portanto, o
glaciamento uma forma de impedir a sublimacdo da agua contida nos estoques intracelulares
dos filés. Esse efeito sacrificante, retarda a perda da umidade do filé até que se esgote a camada

de revestimento pela evaporacdo (SATHIVEL et al., 2007).
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Existe uma relacdo inversamente proporcional entre a umidade e o teor de lipidios e

de proteina, este Gltimo de forma mais banda (OGAWA & MAIA, 1999). Esta relagdo foi
verificada no presente estudo para os teores de umidade e proteina, onde conforme o aumento
do teor de umidade, houve uma diminuicao proporcional nos teores de proteina. Assim, embora
0s parametros de proteina e lipidios tenham apresentado diferenca significativa, o efeito
possivelmente ndo foi causado diretamente pela quitosana em si, e sim devido as alteracdes no

teor de umidade em fung¢do da maior incorporagao do revestimento.

4.8 Perfil sensorial

Na andlise sensorial (TABELA 7) dos filés glaciados com diferentes concentracfes de
quitosana, ndao houve efeito de regressdo (P>0,05) para os atributos avaliados. Entretanto, ao
comparar as médias do tratamento controle com as demais, foram observadas diferencas
(P<0,05). No sabor, somente a média do tratamento contendo 0,75% de quitosana foi diferente
do controle. Para a textura, as medias dos tratamentos contendo 0,75 e 2,25% de quitosana
foram inferiores @ média do controle. E, para a aceitabilidade geral dos filés, verificou-se que a

média obtida para os filés do tratamento controle foi superior as demais.

TABELA 7. Atributos sensoriais apds 120 dias de estocagem sob congelamento, de filés de
tilpia glaciados com solucdes contendo diferentes concentracdes de quitosana.
Concentracédo de quitosana na
solucdo de glaciamento (%)

Atributos Controle 0,75 1,50 2,25 Valor de P
Odor 6,24+0,18 6,09+0,19 6,23+0,19 6,20+0,19 0,6736
Cor 7,10+0,16 6,91+0,16 6,50+0,18 6,86+0,16 0,8261
Sabor 7,27+0,16 6,46+0,18* 6,85+0,18 6,72+0,20 0,3259
Textura 7,52+0,12 6,91+0,17* 6,98+0,17 6,79+0,19* 0,6250

Aceitabilidade geral 7,38+0,12 6,52+0,17* 6,78+0,17* 6,75+0,18* 0,3444
Escala heddnica entre 1 (desgostei extremamente) e 9 (gostei extremamente). Dados expressos em média + erro
padrdo. *Médias diferem (P<0,05) do tratamento controle pelo teste de Dunnet.

Ap0s o cozimento dos filés para a analise sensorial, foi observado que as solugdes de
revestimento formaram um gel sobre os filés, mais presentes nos tratamentos 1,50 e 2,25%
(FIGURA 6). Essa viscosidade, resultante da alta concentracdo de revestimento incorporado
durante o processo de glaciamento, pode ter sido a responsavel pela baixa aceitabilidade geral
das amostras glaciadas com quitosana, em relagdo ao controle.

Embora os tratamentos com quitosana ndo tenham sido bem recebidos neste trabalho,
trabalho realizado por Soares et al. (2017) com filés de salméo glaciados com quitosana e

congelados durante 6 meses mostrou que a quitosana ndo influenciou negativamente os
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atributos sensoriais das amostras congeladas, descongeladas e cozidas, gerando, inclusive, uma
melhora na preservacao de cor, odor, textura e aparéncia geral.

Considerando somente os atributos de sabor e textura, a concentragdo de 1,50% de
quitosana foi a que apresentou resultados mais satisfatorios, em funcao das médias terem sido
similares as médias dos filés do tratamento controle.

Portanto, novas pesquisas sdo necessarias para averiguar os efeitos do peso molecular e
da desacetilacdo da quitosana sobre as soluces de revestimento, uma vez que ela pode
influenciar na coloracdo e sensorial, caracteristicas decisivas para a comercializacdo do
pescado, e na incorporacdo do revestimento, que possui fator restritivo pela legislacao.

Assim, a quitosana pode se tornar, futuramente, um revestimento mais viavel e seguro

para filés de tilapias armazenados durante longos periodos.
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5 CONCLUSAO

Conclui-se que o glaciamento contendo altas concentracGes de quitosana (1,50 e 2,25%)
sdo eficazes para aumentar a incorporacdo do revestimento, aumentar a umidade dos filés e
diminuir a presenca de bacterias nos filés, sem afetar grandemente o pH e a coloracao dos filés
durante o armazenamento congelado por seis meses. Com base nos resultados sensoriais,
indica-se a utilizacdo de 1,50% de quitosana, para melhoria da qualidade de filés de tilapia

durante o congelamento.
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