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RESUMO

A tilapia do Nilo é a principal espécie da piscicultura de Pernambuco, e o filé o seu
produto de maior valor comercial. O objetivo deste trabalho foi produzir uma cobertura
comestivel a base de quitosana-6leo de peixe para o prolongamento da vida util de
files de tilapia do Nilo sob refrigeracdo. A emulsédo de quitosana e 6leo de peixe foi
preparada e caracterizada pela andlise de tamanho, indice de polidispersao (PDI) e
potencial zeta, bem como o teor de fendlicos totais, pH, atividade antimicrobiana e
antioxidante. Em seguida, foi realizada avaliacédo do efeito de diferentes tratamentos
(glicerol - controle; gel de quitosana - T1; emulsao - T2) nos aspectos fisico-quimicos
como pH, umidade, atividade de agua e oxidacao lipidica, bem como na contagem de
bactérias aerdbicas e psicrotroficas totais dos filés de tildpia do Nilo. A emulsédo
apresentou um tamanho médio de particula de 684,3 + 11,68nm, PDI de 0,29 + 0,032
e potencial zeta de 46,05 + 1,48mV. O teor de fendlicos totais foi 65,10mg/100g,
caracterizando-a como tendo um alto conteddo desses compostos. Além disso, seu
pH foi registrado em 4,3, considerado adequado para a produgcédo de nanoemulsoes.
Por outro lado, a emulséo apresentou atividade antimicrobiana contra bactérias Gram
positiva e negativa e levedura, com destaque para Pseudomonas aeruginosa cuja
concentragdo inibitéria minima (CIM) foi 3,3mg/mL. Adicionalmente, a quitosana e o
Oleo de peixe apresentaram atividade antioxidante, com maior atividade para o 6leo
de peixe. Os tratamentos dos filés de tilapia com a cobertura comestivel desenvolvida
reduziram efetivamente a contagem a niveis seguros para 0S microrganismos
propostos, segundo as diretrizes da Comissao Internacional de Especificagbes
Microbiolégicas para Alimentos. Além disso, a aplicacdo da emulsdo diminuiu o pH
(6,28), a atividade de agua (0,97 a 24,6°C) e da umidade (80,4%) dos filés de tilapia.
Portanto, a emulsdo quitosana e 6leo de peixe apresenta potencial de aplicacdo como
uma cobertura comestivel promissora na manutencéo dos padrdes de qualidade dos

files de tilapia.

Palavras-chave: Emulsdo, Conservacdo, Pescados, Revestimento comestivel,

Quitosana fangica.



ABSTRACT

Nile tilapia is the main species in Pernambuco's fish farming, with fillets being its most
commercially valuable product. The aim of this study was to produce a chitosan-fish
oil-based edible coating to extend the shelf life of Nile tilapia fillets under refrigeration.
The chitosan and fish oil emulsion was prepared with a composition of 1.0% (w/v)
chitosan, 1% Tween 80 (HBL), and 2.24% fish oil. Emulsion characterization included
size analysis, polydispersity index (PDI), and zeta potential. Additionally, total phenolic
content, pH, and antimicrobial activity of the chitosan and fish oil emulsion were
determined. Subsequently, the effect of different treatments (1% glycerol - control; 1%
chitosan solution - T1; chitosan emulsion 1% + fish oil 2.24% - T2) on the shelf life of
tilapia fillets was evaluated through physicochemical analyses of pH, moisture, water
activity, lipid oxidation using the TBARS technique, and microbiological analysis. The
emulsion had an average patrticle size of 684.3 + 11.68nm, a PDI of 0.29 £+ 0.032, and
a zeta potential of 46.05 + 1.48mV. The total phenolic content was 65.10mg/100g,
indicating a high content of these compounds. Moreover, its pH was recorded at 4.30,
considered suitable for nanoemulsion production. Minimum Inhibitory Concentration
(MIC) showed more effective results for Pseudomonas aeruginosa, with a MIC of
3.3mg/mL. The treatments of tilapia fillets with the developed edible coating effectively
reduced the count of microorganisms to safe levels according to the guidelines of the
International Commission on Microbiological Specifications for Foods. Additionally,
they demonstrated a decrease in pH, reaching a value of 6.28, as well as in water
activity, reduced to 0.97 at 24.6°C. A slight decrease in moisture percentage was also
observed, reaching 80.4%. Therefore, the chitosan and fish oil emulsion shows
potential as a promising edible coating in maintaining the quality standards of tilapia
fillets.

Keywords: Emulsion, preservation, fish, Edible coating, fungal chitosan.
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1. INTRODUCAO

Em 2022, o Brasil foi classificado como o quarto maior produtor mundial de tilapia,
contribuindo com 550.060 milhdes de toneladas (63,93% da producdo nacional de
peixes de cultivo e aumento de 3% sobre as 534.005 toneladas de 2021) com um valor
de $7,61 bilhdes e uma taxa média de crescimento anual de 8,89% entre 2017 e 2020
(ASSOCIAQAO BRASILEIRA DA PISCICULTURA, 2023). Além disso, a tilapia
responde por 88% das exportacdes brasileiras de pescado, atendendo sobretudo os
Estados Unidos. Pernambuco, por sua vez, é o maior produtor de tilapia da regido
nordeste com 33% (20,522 toneladas em 2018) do total da produgcdo. Em 2018, a
tilapia respondeu por 99,6 % da producdo de peixe em Pernambuco (PEDROZA
FILHO et al., 2020; TACON, 2019; VIDAL e XIMENES, 2019).

A tildpia é bem aceita pelos consumidores, seja no mercado nacional e/ou
internacional, por possuir sabor suave, textura firme, cor branca, odor agradavel e
auséncia de espinhas em “y”, sendo de facil filetagem e adequada para o
processamento industrial, além de possuir um alto valor nutricional. No entanto, como
todo pescado, a tilapia apresenta alta perecibilidade resultando em uma vida til curta,
uma vez que possuem caracteristicas que facilitam o desenvolvimento microbiano tais
como, pH proximo da neutralidade, elevada atividade de agua e alto teor de nutrientes

facilmente utilizaveis, bem como a presenca de enzimas autoliticas (TACON, 2019).

Atualmente os produtos a base de peixe fresco sdo armazenados em gelo ou sob
refrigeracdo durante a sua distribuicdo e comercializacdo apresentando vida Uutil
bastante limitada: 2 a 7 dias. Globalmente, as perdas de peixes causadas pela
deterioracédo representam cerca de 10% da producéo total da pesca de captura e
aquicultura (SOCACIU et al., 2018). Portanto, € crucial a pesquisa de meétodos
alternativos de preservacao com o intuito de prolongar a vida de prateleira (prazo de

validade) e comercializagéao de peixe fresco.

A embalagem é um importante elemento na cadeia de abastecimento de peixes
como estratégia para reducéo das perdas. A embalagem a vacuo e a embalagem com
atmosfera modificada sdo as mais utilizadas como um suplemento ao gelo ou
refrigeracdo para inibir a deterioracdo microbiana e estender a vida util de produtos

de peixe fresco. Todavia, a tecnologia de embalagem com atmosfera modificada tem
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algumas desvantagens como, custos com equipamentos, gases e materiais de
embalagem, além de requerer treinamento especial para operadores (SOCACIU et al.,
2018).

Recentemente, sistemas de coberturas e filmes ativos tém sido desenvolvidos
para prolongar o tempo de armazenamento dos produtos de peixe fresco tendo como
vantagens a biodegradabilidade, comestibilidade e a biocompatibilidade (SOCACIU et
al., 2018). A quitosana € um polissacarideo catidbnico encontrado no exoesqueleto de
crustaceos e na parede celular de fungos (SANTOS et al. 2020; SOUZA et. al. 2020).

Esse polimero apresenta diversas propriedades, como, biodegradabilidade,
atoxidade, biocompatibilidade, acdo antioxidantes e antimicrobiana, assim como a
capacidade de formacao de gel, sendo capaz de formar uma barreira, evitando a perda
de umidade, a absorcdo de agua pela matriz e a penetracdo do oxigénio, a perda de
aromas, 0 transporte de solutos e o desenvolvimento de microrganismos,

consequentemente, estendendo a vida util do produto (MCGEE, 2014).

Neste sentido, os revestimentos de quitosana vém ganhando espago entre as
novas tecnologias alimenticias (SANTOS et al. 2020; NAIR et al. 2020). Esses
revestimentos quando adicionados ou combinados com outros compostos
antioxidantes ou antimicrobianos naturais potencializam a sua funcionalidade, por

meio da sua liberacéo lenta e gradual na superficie do produto (ZHANG, et al. 2022).

Por outro lado, a Tilapia do Nilo, classificada na categoria A de peixes magros
devido ao seu teor de gordura abaixo de 5% (ALVES, 2018), apresenta uma
composicao nutricional equilibrada, com 19,3% de proteinas, 4,9% de lipideos e 2,0%
de cinzas. Sua carne é uma valiosa fonte de lipidios e proteinas de facil digestéo e
alto valor biol6gico, destacando-se pela presenca de aminoacidos essenciais, como a
lisina. Além disso, é relevante mencionar sua rigueza em micronutrientes, incluindo
vitaminas, minerais e acidos graxos poli-insaturados, como o 6mega 3, embora em
proporgdes inferiores se comparado aos peixes marinhos (CARLI, 2022). Além disso,
0s Oleos de peixe sdo boas fontes de acidos graxos poliinsaturados (6dmega-3 e
Omega-6) e estudos demonstraram a atividade antibacteriana de 6leo de espécies de
sardinhas (NAIR et al. 2020).Desta feita, estudos em busca de alternativas que visem

agregar valor ao oOleo da tilapia s&o necessarios.

Sendo assim, o desenvolvimento de um revestimento comestivel & base de

guitosana fungica associada ao 6leo de peixe vai contribuir como uma nova
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abordagem de baixo custo e sustentavel para aumentar a vida de prateleira dos filés
de tilapia, assim como para o aproveitamento dos residuos gerados no processo de
beneficiamento desta espécie, e consequentemente, a diminuicdo das perdas
econOmicas para os produtores e varejistas de pescado, além de tornar a cadeia de

producéo da tilapia mais sustentavel.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Tilapia do Nilo

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 producéo
pertencente a espécie Oreochromis niloticus, mais conhecida como Tilpia do Nilo
(HELD, 2019). Na regido nordeste do Brasil, a espécie foi introduzida pelo
Departamento Nacional de Obras Contra as Secas (DNOCS) no inicio da década
de 1970, de forma que acabou se difundindo pelo pais (ALVES, 2018).

Figura 1: Tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus)

Fonte: Silva et al, 2015.

Destaca-se devido a sua durabilidade e crescimento rapido, a resisténcia
a variacbes de temperatura e doencas e, a qualidade de agua e presenca de
patdgenos, se adaptam bem ao consumo de racbes de diferentes tipos de
ingredientes, além de poderem ser utilizadas em policultivos, pois toleram-se em
altas densidades (CALDATO et al, 2019; SILVA DIAS et al, 2021). Tendo em vista
a sua facilidade de adaptacéo, a criacdo de tilapia € realizada principalmente por
cultivo intensivo em tanques-rede dentro de reservatérios (ALVES, 2018).

A tilapicultura no Brasil concentra-se na regido sul, principalmente nos
estados do Parand e Santa Catarina (ALVES, 2018). No nordeste, a maior



15

producdo até 2015 era do estado do Ceara, mas a escassez hidrica acabou
fazendo com que os produtores migrassem para o Rio Parnaiba (Piaui) e o Rio Séo
Francisco Bahia e Pernambuco (ALVES, 2018). Representando 98% da exportagéo
da piscicultura brasileira, a tilapia continua sendo a espécie mais exportada,
totalizando US$ 23,2 milhdes em 2022. O crescimento da espécie em relagéo a
2021 foi de 28% (Ministério da Economia, 2023).

A composicdo centesimal da Tilapia do Nilo apresenta 19,3% de proteinas,
4,9% de lipideos e 2,0% de cinzas, sendo classificada na categoria A de peixes
magros, 0s quais apresentam teor de gordura abaixo de 5% (ALVES, 2018). A carne
de tilapia € uma importante fonte de lipidios e de proteinas de facil digestdo e alto
valor biologico, pela presenca de aminoécidos essenciais como a lisina, além de
possuir ampla gama de micronutrientes como vitaminas, minerais e acidos graxos
poli-insaturados, como o 6Gmega 3, em menor quantidade se comparado aos peixes
marinhos (CARLI, 2022). Ademais, pela baixa concentracdo de carboidratos e
gorduras saturadas, o consumo consciente dessa proteina pode auxiliar na perda
de peso e controle de niveis de colesterol no sangue (CARLI, 2022).

A presenca de microrganismos oportunistas nas superficies dos peixes e em
suas branquias esta relacionada ao estresse excessivo durante o periodo de
alojamento. Nos ultimos anos, observou-se um aumento significativo das doencas
bacterianas na producdo de tilapias (NETO & BUENO, 2019). A transmissao
horizontal desses microrganismos ocorre de forma direta, através do contato com
peixes e/ou alimentos contaminados, e indireta, por meio do contato com a agua,
lodo ou substrato dos sistemas de criagéo.

Além disso, a transmissdo pode ocorrer por meio de equipamentos como
redes, roupas e tanques de transporte, onde esses microrganismos podem
permanecer por longos periodos. Até o0 momento, a transmissao vertical em peixes
nao foi confirmada (RIVAS, 2020). Considerando esses aspectos, € importante
ressaltar que os fatores pré e pos beneficiamento estédo diretamente relacionados a
gualidade do pescado, tanto por fatores intrinsecos como extrinsecos a essa

producéo.
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2.2 Oleo de peixe

De maneira geral, 0s peixes apresentam uma composi¢ao nutricional rica em
diversos nutrientes essenciais, tais como proteinas, vitamina A, vitamina B2, vitamina
B12, iodo, zinco, selénio, fésforo e acidos graxos de cadeia longa, sejam eles mono
ou poli-insaturados (SILVA, 2022). E importante ressaltar que determinadas espécies
de peixes, como atum, sardinha, cavala e salméo, sao especialmente conhecidas por
seus altos teores de acidos graxos essenciais, que desempenham um papel
fundamental na nutricdo humana. Esses &cidos graxos séo reconhecidos por sua
contribuicdo na reparacao tecidual e cicatrizagéo de feridas (GRANDINI et al., 2020).
Os acidos graxos em sua grande maioria sdo acidos poli-insaturados, que
contemplam as familias dos acidos graxos conhecidos 6mega -3 (w-3) e 6mega —
6 (w-6), estes sao representados pelos acidos graxos essenciais: a-linolénico
(18:3, n-3, AAL) e linoleico (18:2, n-6, AL) (SILVA et al, 2022). O Omega-3 é composto
por uma mistura de 4cidos graxos poli-insaturados (n-3 PUFAS), principalmente, acido
docosahexanoico (DHA) e acido eicosapentanoico (EPA) (TUBIANA et al, 2020). Sob
essa Otica, acidos graxos do grupo Omega-3 sdo encontrados em vegetais verdes,
peixes oceanicos selvagens, sementes oleosas (chia, linho e perilla) e alimentos
derivados de animais criados em pastagens verdes (MARIAMENATU & ABDU, 2021).
O corpo humano possui capacidade limitada de formar 4cidos graxos essenciais,
sobretudo os &cido eicosapentaenoico (EPA) e &cido docosahexaenoico (DHA) (22:6,
n-3, DHA) a partir de alfa-linolénico (ALA), portanto os acidos graxos poliinsaturados
omega 3 (AGPI n-3) devem ser obtidos da ingestao alimentar (CASSOL et al, 2020;
GRANDINI et al, 2020). O consumo do peixe, seja in natura ou na forma de
concentrados (cdpsulas, emulsGes de 6leos marinhos, azeites), agregam ao
organismos o0 EPA e DHA, estes sdo anexados a composi¢cdo das membranas
celulares do corpo, especialmente de células cardiacas e dos neurbnios,
desempenhando um papel fundamental no inicio do desenvolvimento do cérebro e
no decorrer do desenvolvimento infantil (SILVA et al, 2022).
Uma alimentagéo balanceada com oleo de peixe contendo alto teor de acidos
graxos n-3, apresenta significantes propriedades anti inflamatorias através da inibigdo
de eicosanoides pro-inflamatorios derivados dos acidos graxos n-6, como o AA e a

diminuicéo de citocinas pro-inflamatérias (CASSOL et al, 2020). Ademais, a ingestado



17

balanceada desses &acidos graxos esta associada a reducao de risco de doencgas
cardiovasculares (KUS-YAMACHITA et al, 2021).

2.3 Conservacao do pescado por refrigeracéo

Os pescados sdo extremamente pereciveis quando comparados a outros
produtos de origem animal, ndo apenas em relagdo as suas caracteristicas
intrinsecas, mas pela presenca elevada de dgua em sua composicao, pela rapida
acao destrutiva de enzimas presentes nos tecidos, alta atividade metabdlica da
microbiota, pelo pH proximo a neutralidade, e também pelo baixo teor do tecido
conjuntivo (MCGEE, 2014 ;TEIXEIRA, 2016).

A deterioracdo dos peixes inicia-se em um processo autolitico por enzimas
endogenas, que produz o substrato para o crescimento bacteriano. Apos este
processo enziméatico, pode haver o crescimento de microrganismos, que pode
ocorrer em menos tempo, quando comparado as carnes de mamiferos, devido ao
pH do pescado (>6.2) ser maior que o dos animais terrestres (CARLI, 2022). Com
a morte do peixe, o oxigénio dos musculos esgota-se e, consequentemente, a
glicélise anaerdbica comeca a produzir 4cido latico.

Quando as fibras musculares esgotam sua energia (ATP), acontece o
processo de rigor mortis, onde as articulacdes passam a oferecer maior resisténcia
a flexdo (MCGEE, 2014). Em seguida, apos a glicélise inicia-se a protedlise,
induzida por enzimas internas e ativadas pelo pH, a atividade proteolitica é
responsavel pelo amaciamento progressivo dos tecidos do peixe (CARLI, 2022). A
velocidade em que ocorre a diminuicdo do pH depende das condi¢cdes de captura,
e deplecéo das reservas de glicogénio (PADUA, 2021). Dessa forma, os musculos
relaxam e em seguida amolecem como o desdobramento da adenosina trifosfato
(ATP) e formacdo de amébnia e, em paralelo, consequentemente inicia-se o
processo de senescéncia gerados por agentes microbiolégicos (MCGEE, 2014).

A partir do inicio do processo de degradacao, os peixes podem se tornar um
substrato propicio para o crescimento de microrganismos, resultando em
alteracbes nas caracteristicas fisicas, quimicas e organolépticas do alimento.
Essas modificacbes incluem a presenca de escamas opacas e facilmente
desprendidas, olhos turvos com pupilas de cor branca leitosa, guelras de coloragéo

palida ou escura, carne que apresenta amolecimento (caracterizada por uma
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tonalidade acinzentada, falta de brilho e elasticidade) e um odor desagradavel de
amonia, tornando-se improprio para o consumo (TEIXEIRA, 2016).

A vida til do pescado € influenciada tanto pelas reacdes enzimaticas quanto
pelo numero de espécies de microorganismos presentes. Esses fatores estédo
intimamente ligados a microbiota natural do pescado e ao modo como ele é
manipulado desde o momento da captura até o armazenamento (MCGEE, 2014).
Os meétodos de captura utilizados que resultam em morte lenta dos peixes e
juntamente com a presenca de numerosos microrganismos na agua e na microbiota
natural (localizada principalmente nos intestinos, branquias e muco superficial),
também desempenham um papel significativo na aceleracdo do processo de
decomposicédo, acarretando em diversos problemas para a conservagao
(TEIXEIRA, 2016). A liberacdo de muco pelas glandulas presentes sob a pele dos
peixes ocorre como uma reacao adaptativa do organismo ao ambiente adverso
encontrado fora da &gua. A mucina, uma glicoproteina predominante na
composicdo do muco, serve como um meio propicio para 0 crescimento e
desenvolvimento de microrganismos (TEIXEIRA, 2016).

O processo de refrigeracdo é amplamente empregado na conservagcao de
pescados, oferecendo uma maneira eficaz de retardar a acdo dos microrganismos
e prolongar a vida util do produto. Considerando que os peixes estdo naturalmente
adaptados a baixas temperaturas devido ao seu habitat, a aplicacdo de gelo é
comumente utilizada para atingir uma temperatura em torno de 0°C no pescado
(MCGEE, 2014). Segundo a Resolu¢do RDC n° 60/2019 da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) é definido como pescado refrigerado, o pescado
devidamente acondicionado em gelo e mantido em temperatura entre - 0,5 a - 2°
C. O Decreto N° 30.691, DE 29 DE MARCO DE 1952 também estabelece a
temperatura entre - 0,5 a - 2° C para pescados refrigerados. (RIISPOA, 1952).

No entanto, devido a alta perecibilidade dos peixes, nem sempre € viavel
disponibilizar produtos refrigerados em todos os estabelecimentos varejistas. A vida
util desses produtos varia de 2 a 7 dias, dependendo das condi¢des logisticas e de
infraestrutura, limitando-se principalmente a distribuicdo local (ALVES, 2018).
Nesse contexto, a industria tem buscado alternativas tecnoldgicas para suprir essa
demanda, como a associacado do processo de refrigeragdo com a aplicacao de
atmosfera modificada e embalagem a vacuo.

Além disso, uma abordagem promissora na conservacdo de produtos
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alimenticios, incluindo peixes, € o0 uso de coberturas comestiveis a base de
biopolimeros. Por exemplo, a quitosana combinada com Oleos de acao
antimicrobiana tem sido estudada como uma opcao para preservacdo desses
produtos. Nesse contexto, alguns estudos tém se dedicado a avaliar a aplicacao de
coberturas comestiveis em pescados, visando prolongar sua vida Util e preservar
suas caracteristicas de qualidade.

Estudos realizados por Vieira (2017) e Damasceno (2016) investigaram a
eficdcia do uso de revestimentos de quitosana incorporados com 6leos essenciais
na qualidade de diferentes espécies de peixes. O estudo de Vieira (2017) avaliou
files de tambaqui e o estudo de Damasceno (2016) abordou filés de cavala
(Scomberomorus cavalla). Em todos esses estudos, os resultados indicaram que a
aplicacdo da cobertura a base de quitosana contribuiu para a prolongacao da vida
atil do pescado, fornecendo uma importante estratégia para a conservacao desses

produtos.
2.4 Coberturas comestiveis

A formulac@o de coberturas comestiveis tém crescido nos ultimos anos na
industria de alimentos, visando principalmente o aumento do tempo de prateleira e
preservacdo das caracteristicas do produto (CHERMAN et al, 2022). Nessa
perspectiva, ainda € frequente a resisténcia dos consumidores por produtos
adicionados de revestimentos comestiveis, contudo, sob o aspecto socioambiental
existe um crescente interesse na substituicdo dos plasticos sintéticos oriundos do
petréleo por polimeros biodegradaveis (FRATARI et al, 2021).

Revestimento ou cobertura é definido como uma suspensao ou emulsao aplicada
diretamente na superficie do alimento, tornando-se, posteriormente, um filme
(FRATARI et al, 2021). A aplicacdo do revestimento cria uma barreira ao fluxo de
vapor d'agua e gases, funcionando como uma atmosfera alterada, reduzindo a taxa
de respiragéo e, por conseguinte, alterando as concentracdes de dioxido de carbono
(CO2) e oxigénio (02), modificando as condi¢cdes internas da fruta revestida,
prolongando o tempo de armazenamento e aprimorando a protecdo contra
microrganismos. (NUNEZ et al, 2021; VIEIRA; ASCHERI; SIGNINI, 2022). Ademais,
essas coberturas podem efetivamente reduzir o crescimento microbiano em produtos

alimenticios solidos e semissolidos, diminuindo a taxa de difusdo de agentes
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antimicrobianos do material de revestimento para o produto (FRATARI et al, 2021).
Assim, o biofilme constitui uma embalagem primaria, pois esta diretamente em contato
com o alimento (COSTA et al, 2019).

O uso de fontes naturais renovaveis tem se destacado frente aos aditivos
guimicos e recebido o suporte de politicas de preservacdo ambiental aliada a
preocupacdo com a saude (ALMEIDA, 2021). As coberturas comestiveis além de ndo
gerarem residuos sdlidos, pois sdo compostos por polimeros naturais que s&o
facilmente degradados, por serem biodegradaveis tendem a se tornarem a tecnologia
mais viavel a ser aplicada na conservacdo de alimentos nos proximos anos (COSTA
et al, 2022).

Os revestimentos comestiveis podem ser formulados com base em varios
materiais como proteinas, polissacarideos e 6leos essenciais (FRATARI et al, 2021).
Sob essa 6tica, as principais matérias primas utilizadas para revestimentos sao 0s
polissacarideos, sendo em sua maioria: gomas, amido, pectina, celulose e quitosana
(ALVES et al, 2021). A pectina € um exemplo de um biopolimero de polissacarideo,
em seu estudo Todisco et al (2019) realizaram uma cobertura de pectina e
subprodutos do beneficiamento da goiaba para revestir pedacos de goiaba, obtendo
boa adeséo ao produto, manutencdo da umidade e firmeza, aumentando assim sua
vida til.

Cherman et al (2022) produziram formulacdes de coberturas comestiveis a base
de alginato e Oleos essenciais (alecrim e orégano), onde esses revestimentos
proporcionam maior resisténcia se comparado com a amostra sem essa adigao. A
pesquisa de Viegas (2016), realizou um estudo comparativo entre flmes de amido e
guitosana, de forma que os revestimentos a base de amido sdo mais permeaveis em
comparacdo aos que usaram quitosana.

Ademais, o grupo de revestimentos a base de gomas englobam também as algas,
nas quais as mais comuns séo os alginatos e goma carragena, que quando aplicados
em frutas preservaram a firmeza, pH, conferindo menor permeabilidade ao vapor de
agua e mantendo caracteristicas visuais como cor (YOUSUF, QADRI E SRIVASTAVA,
2018).

2.4.1 Quitosana
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A quitosana € heteropolimero natural, amino catiénico composto de 2-
acetamido-2-desoxi-Dglicopiranose (N-acetilglicosamina) unidas por ligacdes 8
(1—4) extraida do processo de desacetilacéo alcalina da quitina (LEAL et al, 2023).
Quando o procedimento de biotransformacao, que corresponde ao nivel de
desacetilacdo, excede o limite de 50%, a quitina se dissolve em um ambiente
liquido, sendo entdo denominada quitosana (MENDES; BRESOLIN; ASSIS, 2016).
Esse biopolimero € amplamente encontrado no exoesqueleto de animais
marinhos, como anelideos, moluscos, celenterados, lagostas, camardes,
caranguejos e krill, além de artrépodes como aranhas, escorpides, formigas e
besouros, e em microrganismos como algas verdes e marrons, leveduras, parede
celular de fungos e esporos (LIMA; BONILLA; LUCENA, 2022).

Figura 2: Estrutura quimica da quitina (A) e quitosana (B).
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Fonte: Lima, Bonilla, Lucena (2022).

A quitosana (representada na Figura 2) € um polimero linear ndo ramificado
composto de B-1,4-d-glucosamina (MALERBA & CERANA, 2018), obtido por meio
do processo de desacetilacdo da quitina (Figura 3), um copolimero que contém N-
acetil-d-glucosamina e d-glucosamina (ROLIM et al., 2018). A desacetilacdo € um
processo utilizado para remover 0s grupos acetil da quitina, resultando na formacéo
da quitosana pura (LIMA; BONILLA; LUCENA, 2022). De forma que a quitosana
apresenta insolubilidade em solugbes aquosas com pH acima de 7. No entanto, em
meio acido, ocorre a protonacao dos residuos amino livres, o que resulta em uma
elevada solubilidade da molécula em um pH acido (VIEIRA, 2017).

Existem duas maneiras de realizar esse processo: por meio de acao
enzimatica (usando quitinases) ou por hidrélise alcalina, sendo esta ultima a forma
mais prevalente, como destacado por Rabello et al (2017). O grau de desacetilacéo
€ comumente determinado pela propor¢cdo entre a glucosamina e a N-

acetilglucosamina, aumentando a medida que a quitina é transformada em
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guitosana. Em outras palavras, quando a quantidade de N-acetilglucosamina
supera a de glucosamina, o biopolimero € chamado de quitina, enquanto que na

situacao inversa é denominado quitosana (HAMED et al., 2016)

Figura 3. Reacéo de desacetilacdo da quitina, originando a quitosana.
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Fonte: Adaptado de Vieira (2017).

A obtencdo de quitosana a partir de crustaceos apresenta algumas
desvantagens do ponto de vista industrial. Isso ocorre principalmente devido a
limitacdo sazonal na oferta desses crustaceos e a geracdo de residuos toxicos
concentrados durante a extragdo alcalina, resultando em grandes volumes de
efluentes toxicos. Além disso, a quitosana obtida dessa forma possui propriedades
heterogéneas e variaveis, dificultando sua padronizacdo (MACHADO et al., 2020).
Diante dessas limitacdes, a quitosana de origem fangica tem sido objeto de diversos
estudos, pois evita a maioria das restricdes alimentares e desvantagens associadas
a producéao de quitosana a partir de crustaceos (Wu et al., 2019).

Além disso, a producdo de quitosana a partir de fontes fungicas tém
oferecido beneficios na minimizacéo de residuos industriais. Um estudo conduzido
por Silva et al. (2022) prop0s a utilizacéo de dois residuos agroindustriais, milhocina
e manipueira, e aplicou um planejamento fatorial para avaliar as interacdes entre
essas fontes de carbono e nitrogénio no aumento da producédo de biomassa, quitina
e guitosana pela espécie Cunninghamella elegans. Onde a milhocina é um

subproduto da industria de beneficiamento do milho, enquanto a manipueira € um
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subproduto da prensagem da mandioca para a fabricagéo de farinha. (BEZERRA,
2018).

A versatilidade e potencial da quitosana despertam grande interesse nos
ambitos econbmico e tecnoldgico. Sua natureza natural, baixo custo,
renovabilidade, abundancia e auséncia de toxicidade a tornam um material
extremamente atrativo (VIEIRA, 2017). A aplicagdo desse composto abrange
diversos setores, como industria alimenticia, biotecnologia, ciéncia dos materiais,
tratamento de agua, desenvolvimento de farmacos, produtos farmacéuticos,

agricultura e protecdo ambiental (VIEIRA, 2017).
2.4.2 Quitosana como cobertura comestivel

A quitosana em filmes comestiveis é uma excelente barreira contra o vapor
de agua, o que a torna uma propriedade interessante para revestimentos
comestiveis. Esses filmes sdo capazes de retardar a desidratacdo de produtos
frescos, como carnes, frutas e legumes. Além disso, eles absorvem a umidade em
produtos secos, como massas secas e barras de cereais. A barreira fisica também
impede o0 contato com o0 oxigénio, permitindo um controle eficaz do
amadurecimento das frutas e auxiliando na reducéo da oxigenacdo dos alimentos
(VIEIRA, 2017).

Revestimentos comestiveis a base de quitosana tém sido observados em
diversos alimentos. Estudos indicam a sua aplicacéo em filés de peixe (VIEIRA et
al., 2019; BOARIN-ALCADE, 2016; VIEIRA, 2017), carne bovina (SILVA et al.,
2020), frutas (LUVIELMO; LAMAS, 2012) e verduras (BUSO et al., 2014; ARAUJO;
SHIRAI, 2016; OLIVEIRA. 2014). Além disso, a quitosana também esta presente
na composicao de alimentos como hamburgueres (ANJOS et al., 2021), salsichas
(GARCIA et al., 2010) e barras de cereais (LIMA et al., 2012).

Em relacdo a aplicacdo de quitosana em peixes, o estudo conduzido por
Held (2019) teve como objetivo avaliar os efeitos desse composto no glaciamento
de filés de tilapia do Nilo congelados. A pesquisa demonstrou que a incorporacéo
do revestimento de quitosana resultou em um aumento significativo na umidade
dos filés, proporcionando uma reducéo substancial na presenca de bactérias nos
mesmos. Vale ressaltar que esses beneficios foram alcangados sem que houvesse

grandes alteragbes no pH ou na coloragdo dos filés durante o periodo de



24

congelamento de seis meses.

Ademais, 0 estudo de Santos (2014) avaliou a utilizacdo de quitosana e
Oleos essenciais (citronela, copaiba e eucalipto) no revestimento de filés de tilpia
do Nilo (Oreochromis niloticus). Demonstrando assim que os filés que receberam o
revestimento possuiam teor de umidade maior que néo receberam. Em relacéo a
concentracdo de compostos reativos ao acido tiobarbitarico (TBARS) foi menor em
filés revestidos, e melhores resultados foram observados com a adigédo de glicerol;
Além disso, a contagem total de micro-organismos mesofilos e psicotroficos foi
menor nos filés revestidos.

De forma complementar, um estudo realizado por Soares et al. (2017)
mostrou que a aplicacéo de quitosana em filés de salmao submetidos ao processo
de glaciamento e posteriormente armazenados por seis meses ndo acarretou em
impactos significativos nas caracteristicas organolépticas dos filés. Na verdade,
verificou-se que houve melhorias na cor e aparéncia dos filés, evidenciando assim
0 potencial positivo desse composto na preservacdo e qualidade dos produtos

pesqueiros.
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Produzir e avaliar cobertura comestivel a base de quitosana fungica e 6leo
de peixe para conservacdo dos padrdes de qualidade e prolongamento de

prateleira de filés de tilapia do Nilo sob refrigeracao.

3.2 Especificos

v Preparar e caracterizar a cobertura comestivel a base de quitosana e 6leo de
peixe;

» Avaliar a atividade antimicrobiana e antioxidante in vitro da cobertura a base
de quitosana e Oleo de peixe;

v Avaliar os padrdes de qualidade dos filés de tilapia revestidos com as

coberturas durante armazenamento sob refrigeracao.
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4. Hipttese

A cobertura comestivel a base de quitosana e 6leo de peixe prolonga o tempo de
armazenamento de filés de tilapia do Nilo sob refrigeracdo mantendo os parametros
de qualidade.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1 Materiais

Os filés de tildpia do Nilo (Oreochromis niloticus) frescos foram comprados
de um pesque-pague localizado no municipio do Cabo de Santo Agostinho-PE. O
Oleo de peixe foi adquirido de um estabelecimento comercial nacional. A quitosana
fungica extraida de Aspergillus niger foi adquirida da empresa chinesa CHIBIO,
possuindo baixo peso molecular (5,08 x 103 g/mol (+0,4) e grau de desacetilacédo
de 85% (£2).

5.2 Preparacao das solucdes e aplicacao nos filés de tilapia

Foram realizados 3 tratamentos, sendo o controle (glicerol 1%), solucdo de
guitosana 10mg/ml (tratamento T1) e a emulsdo de quitosana e 6leo de peixe
(tratamento T2) segundo metodologia de Damasceno (2016).

A solucao de glicerol (controle) 1% foi submetida a agitacdo magnética a
500rpm por um periodo de 3 horas até alcancar a homogeneidade desejada.A
preparacao da solucdo de quitosana (T1) na concentracdo de 10m/mL envolveu a
dissolucdo do p6 da quitosana fungica em &cido acético 1%. Essa solucdo de
quitosana foi submetida a agitacdo por meio de um agitador magnético operando a
500 rotacdes por minuto (rpm) durante um periodo de 3 horas até alcancar a
homogeneidade desejada.

A emulsdo foi preparada utilizando a metodologia de complexacao
polieletrolitica conhecida como coacervacdo descrita por Rutz et al. (2017) e
Gharanjig et al. (2020). Inicialmente, a quitosana 10mg/ml (m/v), o Tween 80 (1%)
e 0 Oleo de peixe 20mg/ml (m/v), foram misturados e emulsificados em um
homogeneizador Ultra-Turrax (T25, IKA, Alemanha) a 9500rpm por 10 minutos. Em
seguida, o sistema foi agitado magneticamente (500rpm) por 30 minutos. Apds
esse periodo, a emulsdo foi armazenada sob refrigeracdo para analises
posteriores.

Files de tilapia de 50g foram selecionados para serem submetidos a
aplicacao dos diferentes revestimentos por imersao. Inicialmente, os peixes foram

imersos em trés solugbes distintas: glicerol 1%, quitosana 10mg/ml e emulsao
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(quitosana+ Oleo de peixe), na concentracdo 10mg/ml e 20mg/ml, respectivamente,
por um periodo de 1 minuto, guiando-se pela cobertura comestivel desenvolvida por
Damasceno (2016), visando a sinergia do potencial antioxidante da quitosana e do
Oleo de peixe.

Em seguida, os filés foram individualmente embalados em sacos plasticos do
tipo ziplock, conforme esquematizado na figura 4, e mantidos refrigerados por 14
dias. Amostras foram coletadas em intervalos regulares de sete dias para realizacéo
de analises abrangentes, abordando aspectos fisico-quimicos, bioguimicos e

microbiolégicos.

Figura 4: Tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus) embaladas em sacos ziplock mantidas

refrigeradas ( 2°C).

Fonte: Autor (2023)

5.3 Caracterizagédo da emulsado

A analise da emulsdo foi conduzida por meio da técnica de Espalhamento
Dindmico de Luz (DLS) e da medigcdo do Potencial Zeta (SANTOS et al, 2021)
utilizando o equipamento Zetasizer (Nano-ZS, Malvern, UK), no Laboratério de
Biotecnologia Farmacéutica (BiotecFarm) da Universidade Federal da Paraiba

(UFPB), em colaboracéo com o professor Dr. Humberto Junior.
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5.3.1 Tamanho e espalhamento dinamico de luz (DLS)

Para adquirir as dimensées e o indice de Polidispersio (PDI) das nanoemulsdes
elaboradas, utilizou-se a técnica de espalhamento dinamico de luz (DLS). A avaliacéo
de DLS foi conduzida na dispersdo de nanoestruturas sem diluicdo prévia e executada
em uma frequéncia de 633nm a uma temperatura de 25°C, com um angulo de
deteccédo de 90 graus, utilizando o Zetasizer (Nano-ZS, Malvern, Reino Unido). Essas
condi¢cBes experimentais foram decisivas para a determinacdo do tamanho e do PDI
das particulas. A andlise dos dados foi realizada por meio do software Zetasizer
(Nano-ZS, Malvern, UK). O pH da emulsédo seguiu os métodos descritos pela AOAC
(2006).

5.3.2 Potencial zeta (PZ)

Com o propdsito de avaliar as cargas superficiais presentes nas nanoemulsdes,
1,0 mL de cada substancia em teste foi introduzido em uma célula eletroforética, a
gual foi posteriormente submetida a analise por Dindmica de Espalhamento de Luz
(DLS). Os ensaios para determinagao do Potencial Zeta (PZ) foram conduzidos em
triplicata utilizando o software Zetasizer (Nano-ZS, Malvern, UK), havendo a
necessaria modificacdo da configuracdo do equipamento de “size” para “zeta” com o

intuito especifico de realizar essa mensuracao.

5.4 Atividade antimicrobiana da emulsao

A atividade antimicrobiana da emulsdo foi realizada frente aos
microrganismos patogénicos Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Enterococcus
faecalis (ATCC 19433), Escherichia coli (ATCC 25922), Pseudomonas aeruginosa
(ATCC 27853), Salmonella (ATCC 14028), Candida albicans (URM 5901). Os
mesmo foram cedidos pela colecdo de microrganismos do Departamento de
Antibiéticos da UFPE, Departamento de Micologia da UFPE, e Laboratorio de

Laboratério de Microbiologia Aplicada (LaMAp), pertencente ao Departamento de
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Ciéncias Médicas da UFPE, todos localizados na cidade de Recife/PE.

A analise aderiu a metodologia estabelecida por Gudifia e colaboradores
(2010), com modificagdes. Os microrganismos foram cultivados em caldo Brain
Heart Infusion (BHI) e Agar Sabouraud, este Gltimo especifico para as cepas de
Candida albicans. As cepas bacterianas foram incubadas por 18 horas, enquanto
as cepas de Candida albicans foram incubadas por 24 horas, ambas a 37°C. Apés
o periodo de incubagdo, 100uL de cada linhagem de microrganismos foram
adicionadas a solucéo salina 0,9% estéril, até se obter a concentracdo dos pré-
in6culos padronizados de acordo com a escala de McFarland 0,5 (1,5 x 108
UFC/mL).

O efeito antimicrobiano foi avaliado pela técnica de microdiluicdo para
determinar a concentracao inibitéria minima (CIM), o corante resazurina foi usado
como evidéncia de viabilidade celular. Da mesma forma, para determinar o indice
de inibicdo da viabilidade celular foi realizada a leitura da Densidade Otica (D.0.) a
550nm em um leitor de microplaca da marca Thermo Plate (modelo TP-Reader
NM).

O indice de inibicdo da viabilidade celular e a concentragao inibitoria minima
(CIM), foram determinados em microplacas com 96 pocos de fundo chato, dentro
de uma capela de fluxo laminar da marca Pachane (modelo Pa410) para manter
um ambiente estéril e visa reduzir o risco de contaminacdo por agentes externos.
Primeiramente, foram introduzidas nos pocos as substancias experimentais (SES),
cuja concentracao variou do maior (60uL) ao menor volume (10uL), comecgando
sempre da linha A até a linha G. Em seguida, adicionou-se o meio de cultivo Brain
Heart Infusion (BHI), cujo volume em cada poco variou de 20uL a 70uL. Por fim,
cada cavidade recebeu a concentracdo de 20uL do indculo contendo 0s micro-
organismos patogénicos. Dessa forma, somando as trés proporgdes inseridas em
cada cavidade (substancias teste, meio de cultivo e indculo), obteve-se o volume
final de 100uL em cada cavidade. Posteriormente, o sistema foi agitado
suavemente e incubado por 24 horas a 37°C em uma estufa bacteriolégica da
marca Tecnal (modelo TE-392/1).

Depois do periodo de incubacéo, para indicar a Concentracdo Inibitéria
Minima (CIM), foram adicionados 30uL de resazurina tamponada, preparada em

solugéo aquosa (0,01%), em todos os po¢os e incubados novamente a 37°C por 30

minutos. O aumento da populacdo microbiana foi evidenciado pela alteracao de cor
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de azul (células mortas) para rosa (células vivas). A CIM foi identificada na menor
concentracdo em que houve inibicdo do crescimento bacteriano. O exame foi
realizado em duplicata para cada microrganismo patogénico empregado. Com base
nisso, o indice de inibicdo do crescimento microbiano (IICM) foi calculado usando a

seguinte equacao:

% IICM =1 — (D.O.final — D.O.inicial) x 100

5.5 Analise do potencial antioxidante e dosagem de compostos fendlicos

5.5.1 Dosagem de compostos fendlicos

A analise dos compostos fendlicos foi realizada de acordo com Hua-Bin (2007)
com pequenas modificagdes, respectivamente. 20 pL da amostra foi adicionada em
uma placa de 96 pocos junto com 100 pL do reagente de Folin-Ciocalteu (10% v/v) e,
em seguida, 80 pL de carbonato de sodio (75 g/L). Apés 90 min de incubacéo no
escuro e a temperatura ambiente, a absorbancia a 765 nm foi lida. Os fendis totais
contidos nas amostras foram calculados usando curva-padrado do acido gélico como
referéncia e os resultados foram expressos em miligramas de equivalente de &cido

galico por grama de extrato (mg EAG/Q).

5.5.2 ABTS

O ensaio de eliminacédo de radicais ABTS foi realizado de acordo com Re et al.
(1999) com modificacBes. Foi preparada uma solucéo do radical ABTS dissolvendo 7
mM do ABTS em 2,45 mM de persulfato de potassio (K2S208). A mistura foi deixada
em repouso durante 16 horas (tempo necessario para a formacao do radical) no
escuro e a temperatura ambiente antes da utilizacdo. Esta solugdo previamente
preparada foi diluida em etanol para se obter uma absorbancia de 0,70 £ 0,02 a 734
nm. Para o método de ABTS, foram misturados 20 pL dos extratos liquidos (10%) com
1 mL da solucéo de ABTS e deixados em repouso durante 6 min. Em seguida, foi lida
a absorbéncia a 734 nm. A eliminacdo dos radicais ABTS foi estimada em
porcentagem apods o calculo da inibicdo dos radicais, feito pela seguinte formula:
Inibicdo do ABTS (%) = (Ac — Ae)/Ac x 100.
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5.5.3 DPPH

O método utilizado foi baseado na metodologia de Blois (1958), utilizando o
radical estavel DPPH. 1 mg dos extratos foi diluido em 1 mL de metanol, dos quais foi
realizada uma diluicéo seriada nas concentragdes de 15,625 pg/mL - 1000 pg/mL. 40
pL destas concentracGes foram adicionadas a 250 pL do reagente DPPH em uma
placa de 96 pocos. Apds 30 min de incubacdo no escuro a temperatura ambiente, as
absorbancias foram lidas a 517 nm. Calculou-se a porcentagem de atividade de

eliminacédo de radical DPPH pela seguinte formula:

Eliminacdo DPPH (%) = (Ac — Ae)/Ac x 100.

5.6 Efeito das coberturas comestiveis sobre os parametros fisico-quimicos do filé de
Tilapia revestidos

5.6.1 Analise fisico-quimica

No contexto da avaliacao dos filés de tilapia, a metodologia adotada incluiu
a determinacédo de diversos parametros fisico-quimicos conforme Ko et al. (2016).
Para a analise do pH, uma amostra de 10g foi meticulosamente homogeneizada
com 45ml de agua destilada, e o pH do homogeneizado foi medido por meio de um
pHmetro (TOA Electronics Ltd. HM-20S, Japao). A avaliacdo da atividade de agua
(aw) foi conduzida a 25°C utilizando um Analisador de Atividade de Agua CX-2
(Aqua-Lab). A determinacao do teor de umidade envolveu a pesagem inicial de 10
gramas da amostra de filé, seguida por sua exposi¢ao a 105°C em uma estufa (TE-
394/1, TECNAL, Séo Paulo, Brasil) por 12 horas.

Apos a fase de secagem da amostra, foi essencial observar a estabilizacao
do seu peso, indicativo da conclusdo do processo. Este marco foi determinante
para o calculo do teor de umidade. A formula empregada envolveu a diferenca entre
0 peso da amostra apds a secagem e 0 seu peso inicial, dividida pelo peso inicial
e multiplicada por 100 (Ko et al., 2016). Esta abordagem metodologica permitiu
uma avaliacdo precisa da quantidade de umidade contida nas amostras.

ApOs a secagem, verificou-se se 0 peso da amostra alcangava estabilidade,

permitindo o calculo do teor de umidade por meio da férmula:



33

(Peso ap0s secagem - Peso inicial) / Peso inicial x 100.

5.6.2 Oxidacao lipidica - Substancias Reativas ao Acido Tiobarbittrico (TBARS)

A avaliagdo da oxidacao lipidica foi conduzida por meio da quantificagdo das
substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS), seguindo o procedimento
delineado por Jayasingh & Cornforth (2004) com modificaces incorporadas.

As porcdes de 1g de filé de tilapia correspondentes a cada tratamento foram
preparadas para analise. Cada por¢ao foi homogeneizada em 5ml de reagente TBA
(0,375%). Esta mistura foi submetida a um aquecimento a 100°C, utilizando um
banho de agua, por um periodo de 10 minutos, resultando no desenvolvimento de
uma coloracdo cor-de-rosa caracteristica. Posteriormente, o resfriamento foi
conduzido por meio de imersdao em gelo. Em sequéncia, as amostras foram
submetidas a centrifugacdo a 3380g por 25 minutos. A quantificacdo da
absorbancia foi realizada por meio de um espectrofotébmetro, utilizando uma luz de
referéncia com comprimento de onda de 532nm.

Para quantificar os niveis de TBARS nas amostras, empregou-se a equacao
Y=0,0575x-0,0489, cujo coeficiente de determinacdo (R2) foi igual a 0,99. Esta
equacao foi derivada a partir de uma curva padréo estabelecida com base no
1,1,3,3-tetraetoxipropano. Os resultados foram expressos em miligramas de
malonaldeido por quilograma de filé (mg de MDA eq.kg-1).

TBA number (mg MDA/Kg fish meat sample) =sample (As3)
x 2.77

(Jayasingh & Cornforth, 2004).

5.6.3 Analise microbioldgica

A contagem de bactérias foi determinada utilizando uma amostra de 10g
misturada com 90ml de solucdo de NaCl a 0,85% e processada usando um
stomacher. A partir dessa diluicdo, foram feitas outras diluicbes e aplicadas em

meios especificos. A contagem total de bactérias aerdbias viaveis foi feita atraves
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do método de placas, utilizando agar de contagem (PCA, Merk, Darmstadt,
Alemanha). As placas com as amostras foram mantidas a 37°C por 2 dias para
contagem total e a 10°C por 7 dias para contagem de bactérias psicrotroficas.
Todos os resultados foram expressos em log;, UFC/g de unidades formadoras de
colonias por grama e os procedimentos foram realizados duas vezes, conforme
descrito por Ojagh et al. (2010).

5.7 Analise Estatistica

As analises foram conduzidas em triplicata e os resultados foram expressos como
a média dos ensaios. Os testes estatisticos utilizados incluiram medidas descritivas
(média e desvio padrdo) e inferenciais (teste de Tukey) para identificar diferencas
significativas (p<0,05) entre as médias dos resultados obtidos. O software Sigma
Stat. 3.5 e 0 software Zetasizer (Nano-ZS, Malvern, UK) foram utilizados para o

tratamento estatistico dos dados
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Caracterizacao da emulséo

Na Tabela 1 estdo descritas as propriedades referentes as dimensfes das
particulas, grau de polidispersao e carga zeta, sendo esses parametros cruciais para
criar as emulsdes a fim de segmentar suas aplicagdes nutricionais. A metodologia
de disperséao dinamica de luz (DLS) tem como objetivo mensurar o fenémeno de
disseminacdo luminosa fundamentado na motilidade cadtica das particulas,
ocasionada pelo embate com as moléculas do solvente (movimento browniano).
Sendo assim, apenas patrticulas suspensas em fluidos podem ser analisadas. As
particulas de maior dimensdao manifestam um deslocamento mais lento em
comparacdo com as de menor tamanho, quando submetidas a0 mesmo meio
solvente e temperatura (MEDEIROS, 2023).

Tabela 1. Parametros de caracterizagao e estabilidade da emulséo.

Caracterizagcdo da emulséo

Tamanho 684,3 nm +£12,52
indice de polidispers&o 0,29 +0,032
Potencial Zeta 46,05 mV £1,48

Fonte: Autor (2023)

O tamanho médio das particulas pode ser afetado por diversos fatores, tais
como a natureza e concentracdo dos monémeros utilizados, a presenca de nucleos,
a concentracao de tensoativos, a raz&do entre o solvente orgéanico e o solvente aquoso,
bem como a concentracdo de 6leo presente na solucdo organica (SOUTO, SEVERINO
& SANTANA, 2012). Dessa forma para determinar o tamanho dessas particulas
guando obtidas por emulséo, a natureza e concentracdo do polimero na fase organica,
polaridades dos solventes, origem e proporcdo entre as fases internas/externas e a
caracteristicas e concentracdo dos surfactantes serdo fatores essenciais (FREITAS,
2016).

Os resultados obtidos neste estudo indicam que o didametro médio das
particulas de emulsdo de quitosana e 6leo de peixe foi de 684,3nm. Estudos anteriores

relatam valores semelhantes de diametro médio de particulas em emulsdes contendo
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guitosana e Oleos essenciais. Toledo (2015) observou que as nanoparticulas de
guitosana contendo 6leo essencial de laranja tinham um diametro médio de 801,9 +
43,2nm, enquanto Silva (2018) encontrou um didmetro médio de particula de 770,50
+142,69nm em nanoemulsdes de 6leo de canola, quitosana e retinol.

Em relacdo ao indice de polidispersao (PDI), uma interacdo é considerada
sinérgica quando a soma dos efeitos da combinacdo é maior do que os efeitos
individuais das substancias; indiferente quando a soma dos efeitos da combinacéo

permanece igual aos efeitos das substancias individualmente; e antagonica quando a
soma dos efeitos da combinagéo é menor do que os efeitos individuais (MARAGON,
2015). No entanto, esses efeitos estdo diretamente relacionados a dosagem de cada
substancia, tanto individualmente quanto em conjunto, e ao seu mecanismo de acao.
Dessa forma, o resultado obtido foi de 0,29 + 0,032, confirmando uma boa
homogeneidade das nanoformulacées (GRILLO et al., 2012). Além disso, Araujo,
2020) relacionam que emulsdes que obtiveram o PDI abaixo de 0,30 obtiveram maior
tempo de prateleira, chegando a 40 dias de armazenamento. Sendo importante
ressaltar que o estudo de Pereira (2022) afirma que valores com PDI acima de 0,4,
revelam uma ampla distribuicdo do tipo polidispersa.

Em um estudo realizado por Botelho et al. (2017), a adicdo de gelatina em
emulsdes preparadas com quitosana foi avaliada, e as emulsdes contendo quitosana
pura e com uma proporcdo de 75%:25% de quitosana/gelatina permaneceram
estaveis por 30 dias, apresentando potencial Zeta positivo e PDI abaixo de 0,3. Da
mesma forma, Silva (2018) obteve um valor de PDI de 0,31 ao analisar uma
nanoemulsdo de 6leo de canola, quitosana e retinol para aplicacdo em revestimentos
comestiveis em macas. Em comparacdo aos resultados desses estudos, pode-se
afirmar que a emulsdo de quitosana e 6leo de peixe obtida neste trabalho apresenta
uma boa estabilidade, com particulas homogéneas e distribuicdo monodispersa.

Em outra perspectiva, o potencial zeta () € um indicador importante de
estabilidade das dispersdes coloidais. Esse potencial esta associado as cargas
superficiais geradas pela dissociacdo de grupos funcionais presentes na superficie
das particulas e no meio dispersante, ou pela adsor¢do de espécies ibnicas no meio
aquoso onde a fase oleosa esta dispersa (PEREIRA, 2022). A literatura considera que
emulsdes com valores de potencial Zeta superiores a +30 mV ou inferiores a -30 mV
sao consideradas estaveis, enquanto emulsdes com valores de potencial Zeta entre -

30 e +30 mV séo instaveis, sendo o valor de 0 mV o mais instavel (KIM et al., 2005;
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WANG et al., 2006; PEREIRA, 2022).

No entanto, é importante salientar que a estabilidade de uma emulsdo néo
depende somente do potencial Zeta, uma vez que outros fatores, como as forcas
estéricas, podem influenciar na estabilidade desses sistemas. Conforme relatado por
Barros et al. (2016), esses sistemas podem apresentar estabilidade, mesmo com
valores de potencial Zeta proximos a zero. Portanto, € necessario considerar todos os
fatores que podem influenciar a estabilidade de emulsdes e dispersdes coloidais, a fim
de se obter uma avaliagdo mais precisa.

O valor do potencial zeta obtido na emulsédo foi registrado como 46,05+1,48
mV. Esta observacdo € congruente com um estudo prévio conduzido por Toledo
(2015), que constatou valores de potencial zeta superiores a 30mV em nanoemulsdes
de quitosana com Oleo de laranja, alcancando especificamente 47,1mV.

Portanto, os achados deste estudo reforcam a importancia do controle preciso
dos fatores que influenciam a formacédo das emulsdes, destacando a relevancia da
concentracdo de componentes, polaridade dos solventes e interacdo entre os
materiais para garantir a estabilidade, homogeneidade e potencial aplicacdo dessas
nanoformulacBes em diversos campos, como revestimentos comestiveis e outras

aplicacdes biotecnoldgicas.

6.2 Concentracao inibitéria minima (CIM)

A técnica de concentracdo inibitéria minima (CIM), possibilita quantificar a
concentragdo mais baixa de um agente antimicrobiano capaz de inibir completamente
o crescimento de microrganismos. O resultado da CIM da emulsao para bactérias

patogénicas veiculadas por alimentos encontra-se na tabela 2.

Tabela 2. Determinagdo da concentracao inibitéria minima de gel de quitosana (GQ), e da emulsédo

EOQ (Emulsédo de 6leo+quitosana) (mg/mL), para inibicdo de microrganismos patogénicos.

Concentracgéo inibitéria minima
das substancias testes (mg/mL)

Microorganismos

Gel de Quitosana Emulséo
(Quitosana+o6leo)
Staphylococcus aureus 4 5

Enterococcus faecalis 5 6,7
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Escherichia coli 4 5
Pseudomonas 3 3,3
aeruginosa
Salmonella Typhimurium 4 5
Candida albicans 4 5

Fonte: Autor (2023)

A massa molecular da quitosana tem um impacto direto no mecanismo de
combate as bactérias. A acdo antimicrobiana da quitosana € bastante documentada
na literatura na a¢éo contra fungos e bactérias, contudo, depende de varios fatores,
entre eles, o tipo de quitosana, grau de desacetilacdo, massa molecular, pH do meio
e microrganismo envolvido (HOSSEINNEJAD; JARAFI, 2016). Em relacdo as
bactérias Gram positivas, quanto mais elevada a massa molecular, mais eficaz é a
atividade antimicrobiana, enquanto para as bactérias Gram negativas, a acao
antimicrobiana € mais eficiente para a quitosana com massa molecular mais baixa
(BRIXNER et al, 2022).

Essa diferenca € devido as caracteristicas distintas da superficie bacteriana. As
bactérias Gram-negativas possuem uma membrana externa lipopolissacaridica em
sua parede celular, enquanto as Gram-positivas apresentam acidos teicéicos em sua
superficie de peptideoglicana que permitem o transporte de moléculas carregadas
positivamente através da parede celular (MELO et al., 2018). Devlieghere et al. (2004)
e Li et al. (2010) enfatizam que a atividade antimicrobiana da quitosana e de seus

derivados é maior e mais efetiva contra as bactérias Gram negativas.

A quitosana é reconhecida por sua capacidade de criar peliculas e sua eficacia
contra bactérias e fungos (SANTOS, 2014). Seus efeitos inibitorios incluem a
quelatagdo de nutrientes e metais essenciais, bem como a interferéncia nos
componentes de esporos e na sintese de proteinas através da ligacdo com o DNA
(DA SILVA SANTOS, 2017). Além disso, os revestimentos de quitosana funcionam

como barreiras fisicas contra o oxigénio (BEZERRA, 2018).

Foi observado que a emulsdo apresentou uma acao antimicrobiana mais
pronunciada contra bactérias Gram-negativas, especialmente em relacdo a
Pseudomonas aeruginosa, com uma concentracdo inibitoria minima (CIM) de

3,3mg/mL. Esses resultados estdo em concordancia com os estudos de Araujo (2019)
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e Melo (2016) utilizando emulsdes de quitosana, as quais obtiveram uma CIM de 4
mg/mL para esse microrganismo. Além disso, verificou-se que a CIM para

Enterococcus faecalis, uma bactéria Gram-positiva, foi maior.

A concentracdo necessaria para inibir o crescimento do microrganismo
Escherichia coli foi determinada como 5,0mg/mL, o que demonstra uma atividade
antimicrobiana efetiva contra essa bactéria. Esse resultado € consistente com o estudo
conduzido por Aradjo em 2019, que obteve uma concentracéo igual para a inibicdo de
Escherichia coli. A inibicdo do crescimento do microrganismo Salmonella Typhimurium
exigiu uma concentracdo de 5,0 mg/mL da emulsdo testada. Sendo resultados
semelhantes com a pesquisa conduzida por Melo em 2016, que obteve uma
concentragéo de 6,0mg/mL para a inibicdo de Salmonella Typhimurium.

Outro aspecto relevante é o potencial antimicrobiano inerente ao 6leo de peixe,
gue se deve, em grande parte, a presenca de acidos graxos poli-insaturados, como
EPA e DHA. Estudos indicam que esses acidos graxos desempenham um papel
crucial na desestabilizacdo da membrana celular bacteriana, resultando em morte
celular (INGUGLI et al., 2020). Esses compostos bioativos interferem na
permeabilidade da membrana e inibem a sintese de componentes essenciais para a
sobrevivéncia das bactérias (CLARE, LINDLEY & RATCLIFFE, 2024). A incorporacéo
do 6leo de peixe em uma emulsdo com quitosana ndo s6 potencializa a atividade
antimicrobiana, mas também pode proporcionar uma liberagdo controlada dos
compostos ativos, aumentando a eficicia geral contra uma ampla gama de patégenos.
Essa estratégia pode ser explorada em futuras aplicacbes, maximizando o uso

sustentavel de subprodutos do peixe.

6.3 Avaliacdo da atividade antioxidante

A atividade antioxidante é uma propriedade crucial para a avaliacdo do
potencial terapéutico e nutricional de substancias e compostos sintéticos (MCGEE,
2014). Na tabela 3 estdo apresentados os resultados da avaliagdo da atividade
antioxidante de amostras de O6leo de peixe, gel de Quitosana e emulsdo (6leo +
Quitosana), destacando sua capacidade de neutralizar os radicais livres DPPH e
ABTS+ e os teores de fendlicos totais.
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Tabela 3. Determinacéo da atividade antioxidante das amostras do 6leo de peixe, gel de quitosana e
emulsdo (6leo + quitosana), avaliadas por meio de ensaios de DPPH, ABTS e determinacdo de
fendlicos totais

DPPH (%) ABTS(%) Fenodis*
Oleo 20,69+0,232 66,11+0,272 63,79+0,192
Emulsao - - 65,10+0,122
Quitosana 6,59+0,13° 27,07+0,35° 2,63+0,72

*: Teores de fenois totais MgEAG/g extrato. Letras diferentes na linha indicam diferencga significativa pelo teste
Tukey (p<0,05).

Na sequéncia desta secdo, os métodos especificos de andlise serdo
detalhados, abordando a determinacao da capacidade antioxidante através da captura
do radical livre ABTS+ (Sec¢éo 6.3.1), da quantificacdo do sequestro de radicais DPPH
(Secéo 6.3.2) e da determinacao dos teores de fendlicos totais (Secao 6.3.3). Cada
método sera discutido individualmente, elucidando os resultados obtidos e sua
relevancia para a compreensdo do potencial antioxidante das amostras de 6leo de

peixe, gel de Quitosana e emulséo (6leo + Quitosana).=

6.3.1 Determinacao da capacidade antioxidante através da quantificacdo do
sequestro de radicais DPPH

Uma das abordagens para avaliar a atividade antioxidante é a utilizacao da
técnica de captura de radicais DPPH+, que se destaca pela sua maior precisao em
comparacao com a determinacao dos fendlicos totais em uma amostra. Isso se deve
ao fato de que outros compostos redutores podem interferir com o reagente de Folin-
Ciocalteu, resultando em uma estimativa exagerada da atividade antioxidante da
amostra (SILVA, 2022).

Notavelmente, observa-se que a emulsdo ndo demonstrou resultados
relacionados a capacidade de neutralizac&o do radical DPPH. Esta observacao pode
ser atribuida a possivel separacdo dos componentes da emulsédo durante o processo
de analise. A incompatibilidade metodoldgica pode ter sido um fator contribuinte para

essa separacao. Portanto, a auséncia de resultados relacionados ao DPPH na
emulsdo ndo necessariamente reflete a auséncia de atividade antioxidante nos
componentes individuais, mas sim a complexidade da matriz em que estéo inseridos.

Por outro lado, o 6leo de peixe demonstrou uma porcentagem de inibicdo maior
em relagéo ao radical DPPH, com um valor de 20,69%. Este resultado sugere que o

Oleo de peixe possui compostos antioxidantes eficazes na neutralizacéo de radicais
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livres (SILVA, 2022). Sendo um resultado semelhante ao obtido por Gosh et al. (2020),
gue obteve 35,5% de inibicAo com 0leo extraido da pele do peixe (Labeo rohita). Em
contrapartida, o gel de Quitosana apresentou uma menor atividade antioxidante em
comparacao com o Oleo de peixe, evidenciada por uma porcentagem de inibicdo de
6,59%. Essa diferenca pode ser atribuida a composicdo quimica distinta e a

diversidade de compostos antioxidantes presentes em cada amostra.

6.3.2 Determinacao da capacidade antioxidante através da captura do radical livre
ABTS+

O radical ABTS+ (2,2-azino-bis (3-etilbenzotiazolin) 6-acido sulfénico) pode ser
gerado por meio de diversas reacdes, podendo ser de natureza quimica, eletroquimica
ou ainda enzimatica. Uma vez produzido, este radical exibe uma coloracédo verde-
escura caracteristica. Em seguida, na presenca de antioxidantes doadores de
oxigénio, ocorre sua reducao, resultando na formacdo de compostos com coloracao
verde-clara e consequente diminuicdo na absorbancia da solugéo (SILVA, 2022). Além
disso, o radical ABTS+ tem a capacidade de interagir com moléculas de natureza tanto
lipofilica quanto hidrofilica, possibilitando assim a avaliacdo da atividade antioxidante
de compostos fendlicos, bem como de carotendides e outros compostos lipofilicos
(SINGLETON et al., 1999).

A avaliacdo da capacidade antioxidante por meio da captura do radical livre
ABTS+ proporcionou informacdes cruciais sobre o potencial antioxidante das
amostras investigadas. Os resultados, conforme ilustrados na Tabela 3, revelaram
variacdes significativas entre as diferentes formulac¢des. De forma que, o 6leo de peixe
destacou-se como a amostra com a maior capacidade antioxidante, apresentando
uma porcentagem de inibicdo de 66,11% em relag&o ao radical ABTS+. Esse resultado
robustece a presenca de compostos antioxidantes eficazes no 6leo de peixe,
confirmando seu potencial para proteger contra o estresse oxidativo.

Por outro lado, a quitosana apresentou uma capacidade antioxidante inferior
em comparagcao com o Oleo de peixe, evidenciada por uma porcentagem de inibicao
de 27,07% em relacdo ao radical ABTS+. Esta diferenca pode ser atribuida as
caracteristicas quimicas distintas desses materiais, bem como a diversidade de
compostos antioxidantes presentes em cada amostra.

E importante observar que, assim como na andlise do radical DPPH, a emuls&o

nao apresentou resultados para a capacidade antioxidante através da captura do
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radical livre ABTS+. Essa observacdo pode estar relacionada a complexidade da
matriz emulsificada e a possivel interferéncia de componentes que afetam a reacéo
de estabilizacdo do radical ABTS+. Tal como mencionado anteriormente, a
incompatibilidade metodoldgica pode ter contribuido para a auséncia de resultados

nesta analise especifica.

6.3.3 Teor de fendlicos totais

Os compostos fendlicos tém assumido uma funcdo de destaque como
antioxidantes endégenos, desempenhando um papel crucial na preservacao da
estabilidade oxidativa dos alimentos. Reconhecidos por sua notavel atividade
antioxidante, estes compostos tém conquistado crescente reconhecimento nas ultimas
décadas como substancias naturais com impacto benéfico para a saude (Silva, 2022).
A determinacdo quantitativa desses compostos pode ser conduzida por meio
de diversos métodos, dentre os quais se destaca a quantificacdo utilizando o reagente
Folin-Ciocalteu, amplamente difundido na literatura cientifica. No entanto, & importante
ressaltar que apesar da popularidade desta metodologia, ela carece de alta
seletividade, resultando na quantificacdo de compostos redutores que nem sempre
sdo exclusivamente de origem fendlica (Souza et al., 2007).

Nesse contexto, conforme evidenciado na Tabela 3, observa-se que a emulsao
formulada demonstrou um teor de 65,10mg/100g de amostra, caracterizando-a como
detentora de um elevado contetdo de fendlicos totais. Ao comparar com as demais
amostras analisadas, destaca-se que o 6leo de peixe apresentou uma quantidade
consideravel de compostos fendlicos, atingindo 63,79mg/100g, enquanto o gel de
quitosana revelou um valor significativamente inferior, registrando apenas
2,63mg/100g. Dessa forma, o 6leo emerge como o principal contribuinte para o
elevado teor de fendlicos identificado nesta emulsao.

De acordo com Vasco, Ruales & Kamal-Eldin (2008), a categorizagdo dos
alimentos em trés niveis, baseada na quantidade de fendlicos presentes, sendo elas:
baixo (0,21 a 0,91mg EAG/q), intermediario (0,92 a 10,1mg EAG/g) e alto (superior a
10,1mg EAG/g). Neste contexto, a analise da emulsdo desenvolvida revela um teor de
65,10mg/100g de amostra, posicionando-a no patamar de alto teor de fendlicos totais.

Em estudo conduzido por Bezerra (2018), que investigou filmes de quitosana

emulsionados com extrato de hortela-pimenta, os teores de fendlicos totais variaram
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entre 0,88, 1,44, 2,19 e 4,14mg, respectivamente. Ademais, Mickolaiczik (2020), em
pesquisa mais recente, avaliou uma cobertura bioativa de amido de mandioca com
extrato de Physalis peruviana, alcancando um teor de 1,074mg de fendlicos totais. Em
contrapartida, Heinzen (2021) observou teores mais elevados ao investigar a mescla
de cera de carnalba, quitosana e 6leos essenciais para o revestimento de macas Fuiji,
com teores de fendlicos totais de 356,8 mg 100g-! para a emulsdo de
quitosana+citronela, 304,1mg 100g-! na composicao de quitosana+cravo-da-india e
280,4mg 100g-* na emulséo de quitosana+carnauba.

Dessa forma, a emulsao de 6leo de peixe e quitosana demonstra ser uma fonte
consideravel de compostos fendlicos, 0os quais possuem grande importancia para a
saude humana. Além de agregar valor ao produto, tanto do ponto de vista do mercado
guanto do valor nutricional relacionado ao seu potencial bioativo. A emulséo pode ser
uma alternativa para o desenvolvimento de alimentos saudaveis, além de promover
uma barreira contra fatores intrinsecos e extrinsecos que venham ocasionar a
degradacéao do alimento.

Portanto, embora a emulsdo desenvolvida ndo tenha apresentado atividade
antioxidante nos métodos de DPPH e ABTS, é importante ressaltar que tanto o 6leo
guanto a emulséo exibiram um teor significativo de compostos fendlicos totais. O 6leo
de peixe, reconhecido como uma fonte rica de acidos graxos poli-insaturados 6mega-
3 (ASNAASHARI et al., 2014), desempenha um papel fundamental nesse contexto.
Assim, é plausivel afirmar que a cobertura comestivel desenvolvida ndo apenas
preserva o filé, mas também confere propriedades antioxidantes, atribuiveis
principalmente a composicao do 6leo. No entanto, recomenda-se a realizacdo de um

teste de caracterizacao lipidica mais detalhado para confirmar essas propriedades.

6.4 Efeito da cobertura comestivel sobre os parametros fisico-quimicos dos filés de
tilapia revestidos

A qualidade e a seguranca dos produtos alimenticios sao influenciadas por uma
série de fatores durante o armazenamento, e 0 monitoramento de parametros criticos
desempenha um papel fundamental nesse processo. Neste contexto, a umidade,
atividade de agua, pH e Oxidacéo lipidica (TBARS) s&o variaveis essenciais a serem
consideradas ao avaliar a estabilidade e a qualidade dos pescados durante o

armazenamento. A seguir, esses parametros serdo apresentados nos topicos abaixo,
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a fim de compreender as mudancas e variacdes que ocorrem nesses importantes

indicadores.

6.4.1 Umidade

~

Os dados relativos a umidade dos filés de tilapia submetidos a diferentes
tratamentos foram documentados na Tabela 4. Este método permite analisar a
variacdo na quantidade de agua presente nos filés ao longo de um periodo especifico
de observagéo, no caso, em um periodo de 14 dias.

Notou-se que as amostras controle demonstraram percentuais de umidade mais
elevados ao final do periodo de armazenamento, alcancando 81,5% = 0,19. Em
contrapartida, os filés de tilpia submetidos ao tratamento T2 apresentaram
percentuais ligeiramente inferiores de perda de umidade, registrando 80,4% + 0,49,
seguidos pelos filés revestidos com quitosana a 1% (T1), os quais exibiram 81,2% +
0,25 de umidade. Entre as amostras nao foi possivel identificar diferencas

significativas (< 0,05) através do teste de Tukey.

Tabela 4. Valores de umidade (%) das amostras de filés de tilapia revestidos com glicerol (controle),

guitosana (T1) e emulsdo quitosana e 6leo de peixe (T2) sob armazenamento refrigerado a 2°C.

Umidade
(%)
Tempo
(dias)
Controle T1 T2
0 78 + 0,51 78 + 0,54 78 + 0,32
7 79.8 + 0,24 78.8 + 0,28 78.5 +0,25
14 81.5 +0,19 81.2 +0,25 80.4 + 0,49

Fonte: Autor (2023)

Da Silva Santos (2017) investigou o teor de umidade em filés de tilapia tailandesa
(Oreochromis niloticus), revelando um indice de umidade de 76,87%, similar aos
dados obtidos neste estudo. Esses achados também se assemelham aos resultados
de SALES e SALES (1990), que reportaram um teor de umidade de 75% para os filés
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de tilapia. Além disso, os dados obtidos se aproximam dos valores encontrados por
YANAR, CELIK e AKAMCA (2006) para a tilapia (Oreochromis niloticus), com um
indice de umidade de 76,87%.

A aplicacdo do revestimento nos filés de tilapia com a emulsdo quitosana em 0leo
de peixe mostrou-se eficaz em evitar a desidratacdo ou ressecamento da superficie
desses filés. Isso pode ser atribuido a capacidade da quitosana em reter agua de
maneira eficiente, transformando-a em uma barreira protetora eficaz em filés
congelados (VIEIRA, 2017). Um dos desafios significativos relacionados a refrigeracéao
de filés de peixe é a desidratacdo ou ressecamento, especialmente devido a grande
area de superficie exposta (VANHAECKE, VERBEKE & BRABANDER, 2010).

6.4.2 Atividade de 4gua (aw)

A atividade de &gua (aw) desempenha um papel crucial na avaliacdo da
estabilidade e qualidade de produtos alimenticios, sendo um indicador direto da
disponibilidade de dgua no produto e de suas interacdes com outros componentes.
No contexto dos filés de tilapia, a medicdo da atividade de agua é essencial para
compreender a estabilidade, conservacao e vida Gtil desses produtos. Neste estudo,
os indices de atividade de agua foram cuidadosamente avaliados como indicativos
significativos da qualidade e caracteristicas fisico-quimicas desses filés. Os resultados
dessas analises estdo presentes na Tabela 5.

Tabela 5. Valores de Atividade de agua (aW) das amostras de filés de tilapia revestidos com glicerol

(controle), quitosana (T1) e quitosana e 6leo de peixe (T2) sob armazenamento refrigerado a 2°C.

Atividade de agua
Tempo (dias) 0 14
°C °C
Controle 0,97 24,8°C 0,95 26°C
T1 0,97 24,6°C 0,97 25°C
T2 0,97 23,5°C 0,97 24,6°C

Fonte: Autor (2023)

De acordo com Sales e Sales (1990), a atividade de agua em filés de peixe fresco
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€ considerada ideal quando mantida em torno de = 0,98. Os resultados obtidos nesta
pesquisa, especialmente durante o periodo inicial de armazenamento, corroboram
com essa recomendacdo. No entanto, no periodo de 14 dias, observou-se uma
significativa diminui¢cdo na atividade de agua das amostras controle, alcangando um
nivel de 0,95aw. Essa reducdo pode indicar possiveis alteracfes na estabilidade e
gualidade dos filés ao longo do tempo.

Contrariamente, as amostras tratadas com as formulagdes T1 e T2 mantiveram
uma estabilidade consistente ao longo do periodo de prateleira, demonstrando uma
manutencao dos niveis de atividade de agua inalterados. Esses resultados sugerem
gue as formulacfes T1 e T2 podem contribuir para a preservacao da atividade de agua
nos filés de tilapia, possivelmente melhorando sua estabilidade e conservagéo durante
o armazenamento. De forma que a manutencdo da atividade de &agua entre as
amostras T1 e T2, esta relacionada a propriedade da quitosana de criar uma barreira
fisica mantendo a atividade de agua no alimento (VIEIRA, 2017).

O pescado € altamente suscetivel a deterioracdo devido a diversos fatores,
incluindo a sua elevada atividade de agua, composicdo quimica peculiar e teor de
gorduras insaturadas facilmente oxidaveis (ROSA et al, 2020). Além disso, seu pH
préximo da neutralidade favorece o crescimento microbiano. Assim, controlar a
atividade de agua nos filés de tilapia é crucial para preservar suas caracteristicas e

garantir sua qualidade e seguranca ao consumidor.

6.4.3 pH

A evolucao dos niveis de pH ao longo do periodo de armazenamento das amostras
de filés de tilapia sdo apresentados na figura 5. Inicialmente, os valores de pH das
amostras controle e tratadas com quitosana e emulsao foram de 6,13, 6,18 e 6,01,
respectivamente. Importante ressaltar que a aplicacdo dos revestimentos de glicerol,
quitosana e emulsdo ndo demonstrou ter efeitos estatisticamente significantes sobre
os valores iniciais de pH (p < 0,05).

Conforme estabelecido pelas diretrizes contidas no Regulamento da Inspecéao
Industrial e Sanitaria de Produtos de Origem Animal (RIISPOA) no Brasil, a condi¢cao
de deterioracdo do pescado € caracterizada quando os valores de pH alcancam ou
ultrapassam o limite de 6,5. Sendo assim, pode-se observar que a amostra controle

ultrapassou esses limites no 7° dia de armazenamento, enquanto que os tratamentos
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T1 e T2 se mantiveram dentro das diretrizes durante os 14 dias, o que mostra a
capacidade desses tratamentos em manter baixo o valor de pH das amostras

analisadas.

Figura 5. pH das amostras de filés de tilapia revestidos com glicerol (controle), quitosana (T1) e emulséo
quitosana e 6leo de peixe (T2) sob armazenamento refrigerado a 2° C durante 14 dias.
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Fonte: Autor (2023)

Damasceno (2016) constatou que o pH dos filés de cavala revestidos com solucéo
de quitosana e 0Oleos essenciais, armazenados a 4°C por 14 dias, foi de 6,13. Em
contrapartida, a emulsdo T2 de quitosana e 6leo de peixe apresentou um valor
ligeiramente mais baixo, registrando 6,01 no mesmo periodo. As amostras neste
estudo, mantendo-se abaixo do pH 6,30 ap6s 14 dias, destacam a eficacia das
técnicas de revestimento. Isso € significativo, ja que a deterioracdo do pescado &
caracterizada quando o pH ultrapassa 6,5, segundo o Regulamento da Inspecéo
Industrial e Sanitaria de Produtos de Origem Animal (RIISPOA) no Brasil.

Alak (2012) estudou filés de cavala revestidos com solugbes de quitosana,
armazenados a 4°C por 9 dias, observando um aumento no pH das amostras de 6,03
a 6,66 ao longo do tempo. Comparando esses resultados com o presente estudo,
ressalta-se a capacidade especifica das técnicas de revestimento utilizadas aqui em
manter os valores de pH dentro de limites aceitaveis para a qualidade do produto

durante um periodo de armazenamento prolongado.
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6.4.4 OxidacAo lipidica - Substancias Reativas ao Acido Tiobarbitdrico (TBARS)

O indice de Acido Tiobarbitarico (TBARS) é um parametro critico para avaliar a
formacdo de compostos oxidativos, particularmente de malondialdeido (MDA), que
sdo indicativos de degradacéo lipidica em produtos alimenticios, como a carne de
peixe (JAYASINGH & CORNFORTH, 2004). Os valores iniciais de TBARS para o
controle, T1 e T2 foram medidos em 0,16mg MDA/kg, 0,21mg MDA/kg e 0,27 mg
MDA/kg, respectivamente (Tabela 7), semelhantes aos resultados encontrados por
Kilinc et al. (2009) ao analisarem o valor inicial de TBARS para filés frescos de truta

arco-iris, registrado em 0,43mg MDA/Kg.

Tabela 7. Valores de Substancias Reativas ao Acido Tiobarbitirico (TBARS) em mg de MDA/kg das
amostras de filés de tilapia revestidos com glicerol (controle), quitosana (T1) e emulsdo de quitosana e

Oleo de peixe (T2) sob armazenamento refrigerado a 2°C durante 14 dias.

mg de
MDA/kg
Tempo
(dias)
Controle T1 T2
0 0,16 + 0,03 0,19 + 0,04 0,29 + 0,12
7 0,21+ 0,04 0,18 + 0,01 0,99 +0,13
14 0,27 +0,05 0,42 +0,17 1,14 + 0,35

Fonte: Autor (2023)

Durante o armazenamento refrigerado, observou-se um aumento gradual nos
valores de TBARS para as amostras controle, atingindo 0,21mg MDA/kg apos 1
semana e 0,27mg MDA/kg ao longo de 2 semanas de armazenamento. Em contraste,
as amostras revestidas com quitosana demonstraram valores menores de TBARS em
comparacao com T2 (variando de 0,19 a 0,42mg MDA/kg) durante o armazenamento
refrigerado (P < 0,05). A menor producédo de TBARS pode ser atribuida aos efeitos
antioxidantes da quitosana na superficie do peixe ou a sua eficiente barreira ao

oxigénio, como destacado por JASOUR et al. (2015)
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O desenvolvimento progressivo da oxidacéo lipidica foi observado ao longo do
periodo de armazenamento, embora os valores de TBARS das amostras com
revestimento de quitosana tenham sido mais baixos do que os das amostras controle
e com emulsdo durante o armazenamento refrigerado. Os valores mais elevados de
TBARS observados nas amostras T2 estédo diretamente ligados a composicdo do 6leo
de peixe utilizado na emulséo, resultando em um aumento do teor lipidico. Este
fenbmeno é semelhante ao estudo de Jingyun, Cherian & Yanyun (2010), onde os
revestimentos de quitosana de crustdceos incorporados com Oleo de peixe
promoveram um aumento consideravel no teor lipidico total das amostras de peixe,
variando de 2,81% a 6,29% (P < 0,05), o que representou um aumento de
aproximadamente trés vezes em comparagdo com as amostras sem revestimento.
Apesar dessas variacdes, os resultados obtidos neste estudo permanecem dentro dos
limites estabelecidos para a avaliacdo dos parametros de qualidade.

Vale ressaltar que neste estudo utilizamos quitosana fangica, o que reduz
potenciais riscos de alergias para os consumidores. Essas descobertas indicam que
a emulsdo desenvolvida, apesar de possuir uma COMPOSIGA0 com menor
concentracdo de seus componentes ativos, exibiu uma notavel eficacia na inibicdo da
oxidacdo lipidica, superando os resultados obtidos com concentracdes mais elevadas

de quitosana e 6leo no estudo comparativo.

6.5 Efeito da cobertura comestivel sobre os parametros microbioldgicos dos filés de
Tilapia

A atividade bacteriana desempenha um papel significativo na degradacédo dos
peixes. Os principais fatores que levam a contaminac&o bacteriana em peixes e frutos
do mar incluem a presenca de microrganismos no material inicial, provenientes tanto
do ambiente quanto do processo de producdo, além das condi¢cdes durante o
armazenamento, as quais afetam o crescimento bacteriano, como temperatura, aw,
pH e interacdes entre microrganismos (DA SILVA SANTOS et al, 2017). Na natureza,
peixes podem ser infectados por patdégenos especificos, como Salmonella spp.,
Escherichia coli e outros microrganismos mesofilicos (Almeida Filho et al. 2002). A
maior parte das bactérias encontradas na microbiota dos peixes sao psicrotroficas,
como Acinetobacter spp., Aeromonas spp., Pseudomonas spp., Staphylococcus spp.

e Vibrio spp. (ICMSF, 1986). Segundo as diretrizes da Comisséo Internacional de
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Especificacdes Microbiolégicas para Alimentos, o limite maximo aceitdvel para a
presenca de microorganismos aerobicos em peixes é de 7,0log UFC/g (ICMSF, 1986).

6.5.1 Contagem de bactérias aerobias totais

A contagem de bactérias aerObias totais em filés de tilapias estocadas sob
refrigeracdo € apresentada na tabela 8. Pode-se observar uma contagem inicial
inferior no grupo T2 (3,6 log,, UFC/g) em comparacgao aos grupos T1 (4,4 log,, UFC/Q)
e controle (4,5 log,, UFC/g).

Tabela 8: Contagem de bactérias aerdbicas totais em amostras de filés de tilapia revestidos com glicerol
(controle), quitosana (T1) e emulsdo de quitosana e 6leo de peixe (T2) sob armazenamento refrigerado
a 2°C durante 14 dias.

Tempo logio CFU
(dias) ls]
Controle T1 T2
0 45 4.4 3,6
7 4,7 4,0 39
14 53 4.4 41

Fonte: Autor (2023)

As amostras do grupo T2 apresentaram uma contagem inicial de 3,6, enquanto o
estudo de Held (2019), que explorou os efeitos da quitosana no glaciamento de filés
de tilapia congelados, registrou 4,42log,, UFC/g no inicio do experimento. Essa
diferenca evidencia uma reducdo mais significativa de bactérias no grupo tratado com
a emulsdo de quitosana e 6leo de peixe, comparado ao estudo anterior conduzido por
Held.

Apoés 14 dias de armazenamento a 2°C, as amostras do grupo T2 demonstraram
uma reducéo significativa de 4,1log,, UFC/g nas contagens mesofilicas. Em contraste,
um estudo anterior de (SOUZA et al.,, 2010 apud SANTOS, 2014) revelou que
amostras de filés de salmdo revestidos com quitosana atingiram contagens de
6,88log;p UFC/g no 15° dia, indicando uma qualidade superior em relacdo as
contagens observadas no grupo T2. Além disso, a pesquisa de Lee et al. (2019)

examinou filés de tilapia revestidos com quitosana e acido ascorbico, mantidos sob
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refrigeragéo, alcangando contagens de 6,24log;, UFC/g em um periodo de 14 dias.
Por outro lado, GOmez-Estaca et al. (2009) investigaram amostras de peixe revestidas
com gelatina e quitosana, registrando resultados em torno de 6log,, UFC/g apos 12
dias de armazenamento.

Os resultados evidenciam que os filés de tilapia do Nilo tratados com a emulséo
do grupo T2 apresentaram uma reducdo notavel nas contagens mesofilicas em
comparacao com estudos anteriores. ISso sugere um potencial para aprimorar a vida

util e a qualidade dos produtos de peixe em condicdes de refrigeracéo.

6.5.2 Contagem de bactérias psicrotroficas

As bactérias psicrotroficas representam microrganismos com capacidade de se
reproduzir em temperaturas mais baixas. Sua avaliacdo € de suma importancia,
considerando que seu crescimento pode influenciar as propriedades fisico-quimicas e
sensoriais do pescado, levando a reducao da sua vida util. Além disso, altas contagens
dessas bactérias podem indicar condicbes inadequadas de higiene durante o
processamento do peixe, 0 que € particularmente relevante (Martins, Vaz & Minozzo,
2002). Os resultados relativos a contagem de bactérias psicrotréficas nos filés de

tilapia revestidos com a emulséo estéo ilustrados na tabela 9.

Tabela 9: Contagem de bactérias heterotréficas aerdbias psicrotréficas em amostras de filés de tilapia
revestidos com glicerol (controle), quitosana (T1) e emulsdo de quitosana e 6leo de peixe (T2) sob
armazenamento refrigerado a 2°C.

Tempo Controle T1 T2
(dias)
log CFU gt
0 45 42 4
7 4.8 3,7 3,7
14 52 3,8 3,6

Fonte: Autor (2023)

Houve variacfes nas contagens de bactérias entre os grupos ao longo do periodo
de armazenamento. No grupo controle, as contagens foram maiores, enquanto o

grupo tratado com quitosana (T1) mostrou uma reducao consistente em comparacéo
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com o controle. Contudo, o grupo tratado com a emulsdo (T2) apresentou uma
reducdo ainda mais expressiva, semelhante a observada no grupo T1. Os resultados
do grupo T2 foram iguais aos de Chang et al. (2021) em relacéo a contagem inicial de
bactérias psicotréficas, ambos registrando cerca de 4,0Log,, UFC/g durante o periodo
de armazenamento.

Nos filées de peixe revestidos com a emulsdo, a contagem de bactérias
psicrotroficas ao longo de 14 dias foi de 3.6Log., UFC/g. Esses resultados apresentam
semelhancas com o trabalho anterior conduzido por Ramezani, Zarei & Raminnejad
(2015), que utilizou uma nanocobertura de quitosana em filés de carpas prateadas e
registrou uma contagem comparavel de 3.56Log,, UFC/g ap6s 12 dias de
refrigeracdo. Por outro lado, o estudo de Ojagh (2010) observou que a aplicacao de
quitosana enriquecida com 6leo de canela em filés de trutas arco-iris, refrigeradas por
16 dias, resultou em uma contagem de 6.79Log,, UFC/g.

O estudo de Sarmiento (2006) investigou filés de tilapia conservados em atmosfera
modificada sob refrigeracéo, revelando uma contagem de 107log,, CFU/g ap6és 10 dias
de armazenamento. Comparativamente, os filés de tilapia revestidos com a emulsédo
neste estudo demonstraram uma contagem reduzida de 3,6log,, CFU/g, destacando-

se em relacdo ao método de atmosfera modificada.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Com base nos resultados obtidos nesta pesquisa, € possivel concluir que a
emulsdo de quitosana com Oleo de peixe se mostrou uma promissora cobertura
comestivel para prolongar a vida util dos filés de tilapia do Nilo sob refrigeracdo. A
caracterizacao da emulsao revelou propriedades fisico-quimicas adequadas, incluindo
tamanho de particula, indice de polidispersdo e potencial zeta, além de um alto teor
de fendlicos totais, conferindo-lhe atividade antioxidante e antimicrobiana.

Os tratamentos dos filés com essa cobertura resultaram em reducdo
significativa na contagem de bactérias aerdbicas e psicrotréficas, atendendo aos
padrdes de seguranca alimentar estabelecidos. Além disso, observou-se uma melhora
nas caracteristicas fisico-quimicas dos filés, como pH, atividade de dgua e umidade.
Portanto, a emulséo de quitosana com 6leo de peixe mostra-se uma alternativa viavel
e eficaz para manter a qualidade dos filés de tilapia durante o armazenamento
refrigerado, contribuindo para a seguranca e aceitacdo dos produtos pelos

consumidores.
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