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EFEITO ANTIMELANOSICO DA ACEROLA E METABISSULTIFO DE SODIO
ASSOCIADO A EMBAL@GEM EM ATMOSFERA MODIFICADA SOBRE A
QUALIDADE DO CAMARAO BRANCO (Litopenaeus vannamei).

OLIVEIRA, Adriene Rosceli Menezes de. Efeito antimelanosico da acerola e
metabissulfito de sddio associado a embalagem em atmosfera modificada sobre a
qualidade do camarao branco (Litopenaeus vannamei). 2013. 98 p. Dissertacdo (Mestrado
em Ciéncia Animal) — Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA), Mossord-RN,
2013.

RESUMO: A melanose em crustaceos consiste na formacdo de pigmentos enegrecidos,
acumulados principalmente no cefalotérax desses animais. Apesar de ndo causar prejuizos a
saude dos consumidores, essa condicdo afeta as caracteristicas sensoriais do alimento,
reduzindo a vida de prateleira e a qualidade do produto, gerando perdas financeiras. Para
evitar tais perdas, a medida mais comumente adotada por pescadores e produtores é a
utilizacdo de metabissulfito de sddio (MBS) ou outros sulfitos. No entanto, 0 uso dessas
substancias deve ser cauteloso, tendo em vista que sdo frequentemente relacionadas a
problemas respiratorios em humanos. Entéo, alternativas orgénicas, como extratos de plantas,
sementes, ervas e fungos tém sido pesquisados visando substituir os sulfitos na prevencédo da
melanose. A acerola é rica em vitamina C e compostos fenélicos, com potencial antioxidante
acima da media entre as frutas tropicais, 0 que a torna um agente antimelandsico em
potencial. O objetivo deste trabalho foi investigar a capacidade da acerola em inibir a
formacdo da melanose e preservar a qualidade de camardes brancos (L. vannamei) por mais
tempo, em comparagdo com o MBS, e observar o efeito combinado dos tratamentos
antimelanosicos associados a Embalagem em Atmosfera Modificada. Para tanto, 96 amostras
de camardo foram submetidas a banhos de imersdo em solucdes de acerola e de MBS durante
10 minutos e embaladas em ar atmosférico, ATM 1 (7N,:3C0O;:10,), ATM 2 (3N,:7C0,:10,)
e vacuo. A cada trés dias (durante 21 dias) foram realizadas as analises microbioldgicas
(contagem total de mesofilas e psicrotréficas, estafilococos coagulase positiva e pesquisa de
Salmonella spp.), fisico-quimicas (N-BVT, TMA e pH) e sensoriais (MIQ). Dos grupos
amostrais embalados em ar atmosférico, o grupo tratado com MBS apresentou vida de
prateleira de 10,5 dias, enquanto que o grupo tratado com acerola e o controle estavam
aceitaveis até os dias 12,3 e 14,6, respectivamente. . Amostras submetidas a banho com
solucdo de acerola e, em seguida embaladas em ATM 1, ATM 2 e vacuo, tiveram vidas de
prateleira de 11,6; 11,8; e 14,0, respectivamente, ja aquelas tratadas com MBS tornaram-se
inaceitaveis depois dos dias 16,7; 15,4; e 20,6, simultaneamente. Na maioria das analises,
entretanto, ndo houve diferenga significativa entre os tratamentos, o que indica que o banho
em solucdo de acerola por 10 minutos inibiu a melanose tdo eficientemente quanto o MBS,
mesmo assim estudos futuros sdo necessarios para definir precisamente o efeito
antimelanosico da acerola.

Palavras-chave: crustaceos, melanose, vida de prateleira, MIQ, atmosfera modificada



ANTIMELANOSIC EFFECT FROM ACEROLA FRUIT AND SODIUM
METABISULPHITE ASSOCIATED TO MODIFIED ATMOSPHERE PACKAGING
ON THE QUALITY OF WHITE SHRIMP (Litopenaeus vannamei).

OLIVEIRA, Adriene Rosceli Menezes de. Antimelanosic effect from acerola fruit and
sodium metabisulphite associated to modified atmosphere packaging on the quality of
white shrimp (Litopenaeus vannamei). 2013. 98 p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia
Animal) — Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA), Mossord-RN, 2013.

SUMMARY: Melanosis in crustaceans consists on the formation of black spots, gathered
mainly in the cephalothorax. While not harmful to consumers’ health, this condition affects
the sensory characteristics of food, reducing shelf life and product quality, and originating
financial losses. To avoid such loss, one of the most common practices amongst fishermen
and farmers is to use sodium metabisulphite (SMS) or other sulfites to prevent melanosis from
happening. However, use of these substances should be cautious, for they are often related to
respiratory problems in humans. So, organic alternatives, such as extracts from plant, seeds,
herbs and fungi have been investigated as substitutes to sulphites in preventing melanosis.
Acerola fruit is rich in vitamin C and phenolic compounds, and has antioxidant potential
above average among tropical fruits, which makes it a potential antimelanosic agent. This
study was aimed at investigating acerola’s potential on inhibiting the formation of melanosis
and preserving the quality of white shrimp (L. vannamei) longer when compared to SMS, and
observe the combined effect of antimelanosic treatments with Modified Atmosphere
Packaging, as well. For such purpose, samples of shrimp underwent immersion baths in
solutions of acerola and SMS for 10 minutes and were then packed in air, MAP 1
(7N2:3C0,:10,), MAP 2 (3N2:7C0,:10,) and vacuum. Every three days, during 21 days,
microbiological (total mesophilic and psychrotrophic count, coagulase-positive staphylococci,
and Salmonella spp.), physico-chemical (TVB-N, TMA and pH) and sensory (QIM) analyses
were performed. Of all sample groups packaged in atmospheric air, the one treated with SMS
had shelf-life of 10.5 days, while those treated with acerola solution and the control were
acceptable up until 12.3 and 14.6 days, respectively. Samples immersed in acerola solution,
and then packed in MAP 1, MAP 2 or vacuum had shelf lives of 11.6, 11.8, and 14.0 days,
respectively, the samples treated with SMS became unacceptable after 16.7, 15.4, and 20.6
days of storage, simultaneously. In most analyses, however, no significant difference was
found between treatments, indicating that immersion in acerola solution for 10 minutes
inhibits melanosis as efficiently as SMS, yet future studies are needed to precisely define the
antimelanosic effect of acerola.

Keywords: crustaceans, melanosis, shelf-life, QIM, modified atmosphere
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1 INTRODUCAO

O pescado e seus derivados estdo entre os produtos mais valorizados no mercado
internacional de alimentos. Os crustaceos ndo sao excecao, constituem um grupo de alto valor
comercial e sdo muito apreciados em diversos paises. O camarao, por si SO, representou em
2010, aproximadamente, 15% do valor total dos produtos da pesca negociados
internacionalmente, sendo o Litopenaeus vannamei responsavel por 71,8% da producéo
mundial de todas as espécies de camardes marinhos cultivados (FAO, 2012a). Porém, apesar
do alto valor mercadoldgico, os produtos da pesca, como um todo, sdo extremamente
pereciveis e deterioram-se rapidamente caso ndo sejam manuseados ou armazenados de
maneira adequada (MANHEEM et al., 2012). Os crustaceos e moluscos, em especial,
precisam de bastante atencao por parte da industria da pesca, pois sua deterioracao tende a ser
mais acelerada que a dos demais tipos de pescado (ZENG, 2003).

Dentre os problemas de qualidade encontrados nos crustaceos, destaca-se a melanose,
um dos resultados do processo de deterioracdo dos crustaceos, que consiste no escurecimento,
principalmente, do cefalotérax e da carapaca desses animais (OGAWA et al., 1984).
Ocasionada devido a reacfes bioquimicas catalisadas por enzimas chamadas polifenol-
oxidases (PPOs), a melanose nada mais é que o acimulo de melanina — formada a partir de
compostos previamente incolores — sob o0 exoesqueleto do crustaceo (PARDIO;
WALISZEWSKI; ZUNIGA, 2011). Apesar da melanose ndo causar maleficios a satde dos
consumidores, ela ocasiona prejuizos aos atributos sensoriais dos crustaceos, reduzindo a
qualidade, o tempo de prateleira, e consequentemente, o valor comercial do produto final
(GOMEZ-GUILLEN et al., 2005; NIRMAL; BENJAKUL, 2011a).

Pelo fato da deterioracdo do pescado estar intimamente relacionada a temperatura de
armazenamento, ha muito tempo o frio (em diferentes formas, como agua resfriada, gelo,
refrigeragdo, congelamento) vem sendo utilizado na tentativa de prevenir a melanose
(AUBOURG et al., 2007; KRAUS, 1992). Entretanto, esse método de conservacdo ndo é
suficiente para inibir totalmente a melanogénese, porque as PPOs permanecem ativas durante
a refrigeracdo (com ou sem gelo), e em produtos descongelados (DIAZ-TENORIO;
GARCIA-CARRENO; PACHECO-AGUILAR, 2007; MONTERO; LOPEZ-CABALLERO;
PEREZ-MATEOS, 2001). Por este motivo, muitos produtores fazem uso de aditivos

guimicos, aplicados no momento da despesca e na indUstria de processamento, para evitar o
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escurecimento dos crustaceos. Os sulfitos — em particular o metabissulfito de sédio (Na,S,0s
— MSB) - sozinhos ou associados a substancias tais como os acidos: ascorbico, citrico,
fosforico e etilenodiamino tetra-acético (EDTA), constituem a forma mais eficiente de
prevenir a melanose em crustaceos e, consequentemente, a mais utilizada em todo o mundo
(ARAGAO; CASTRO; COSTA-LOTUFO, 2008; GOMEZ-GUILLEN et al., 2005;
MACHADO; TOLEDO; VICENTE, 2006).

O uso de sulfitos, no entanto, ha algum tempo vem sendo contraindicado. Seus efeitos,
apesar de eficientes no tratamento da melanose, muitas vezes sdo danosos a salide humana
(COLLINS-WILLIAMS, 1983; KIM; MARSHALL; WEI, 2000). Pesquisas apontam que 0S
sulfitos estdo conectados a ataques asmaticos em pessoas sensiveis, podendo vir a acarretar,
guando em contato com a mucosa oral ou nasal, irritacdo, dificuldade de respirar, cianose e
até morte por edema pulmonar (ATKINSON; SIM; GRANT, 1993).

Legislagdes restritivas e, principalmente, demandas dos consumidores por produtos
mais saudaveis, vém estimulando produtores, processadores e pesquisadores a buscarem
alternativas ao uso desses agentes quimicos. Tecnologias como a embalagem em atmosfera
modificada (EAM), onde as concentracbes dos gases normalmente presentes do ar
atmosférico sdo alteradas visando preservar a qualidade do produto, sdo opc¢des viaveis,
eficientes e ndo prejudiciais a saide humana (OTWELL; KRISTINSSON; BALABAN, 2006;
SIVERTSVIK; JEKSRUD; ROSNES, 2002; THEPNUAN; BENJAKUL,; VISESSANGUAN,
2008).

Ultimamente, o uso de compostos naturais extraidos de plantas, sementes, ervas e
fungos, por exemplo, também é muito bem visto e aceito entre os consumidores (JANG et al.,
2003). Vérias pesquisas envolvendo extrato de cogumelo enokitake comestivel
(ENCARNACION et al., 2011a); chas verde e de amora (mulberry) (NIRMAL; BENJAKUL,
2011b); alecrim (SEABRA et al., 2011); leucena (NIRMAL; BENJAKUL, 2011a); extrato de
semente de uva (GOKOGLU; YERLIKAYA, 2008); entre outros, foram realizadas para
observar o potencial desses produtos em inibir a melanose.

A acerola, além de rica em niacina, tiamina, riboflavina, carotenoides e sais minerais
como ferro, fésforo e calcio, também possui teor de vitamina C (acido ascorbico — AA) até 30
vezes maior que o da laranja (ANDRADE et al., 2002), e potencial antioxidante inigualavel
entre as frutas tropicais (MELO et al., 2008; PRADO, 2009). Por estes motivos, € plausivel

pensar nesta fruta como potencial agente inibidor de melanose.
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Este experimento investigou o0 uso da acerola como agente antimelandsico, em
comparacdo ao MBS e associado a ele — em camarfes brancos (L. vannamei) de cultivo,
submetidos também a EAM. Através de andlises microbioldgicas (contagem de bactérias
mesofilas, psicrotroficas e Staphylococcus aureus, e presenca de Salmonella spp.), fisico-
quimicas (N-BVT, TMA e pH) e sensoriais (por meio do Método do Indice de Qualidade —
MIQ), foram observadas as caracteristicas de qualidade deste crustaceo durante 21 dias de

armazenamento sob refrigeracéo.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar o efeito combinado da imersédo do camarédo branco (L. vannamei) de cultivo
em solucdo de acerola ou metabissulfito de sodio (MBS) com a Embalagem em Atmosfera

Modificada (EAM) sobre sua qualidade e vida de prateleira.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Investigar o potencial uso da acerola como agente antimelan6sico em camardo branco
(L. vannamei) em comparacdo ao MBS;

e Avaliar diferentes atmosferas quanto a sua capacidade de preservar a qualidade do
camarao branco (L. vannamei) por maiores periodos de tempo;

e Observar o efeito das interagdes entre os tratamentos antimelandsicos e os tipos de
embalagem utilizados em amostras de camardo branco (L. vannamei);

e Associar o Método do indice de Qualidade (MIQ) aos resultados das analises
microbioldgicas e fisico-quimicas para avaliar a evolucdo da qualidade sensorial do

camaré&o branco (L. vannamei), durante 21 dias.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 AQUICULTURA: MERCADOS BRASILEIRO E MUNDIAL

O mercado dos produtos da pesca atingiu altos nimeros em 2011, produzindo 154
milhOes de toneladas (entre pesca extrativa e aquicultura) (Tabela 1), e espera-se que ele
continue a crescer, tendo em vista que o consumo mundial per capita destes produtos
aumentou de 9,9 kg/habitante/ano nos anos 60, para 18,6 kg/habitante/ano em 2010 (FAO,
2012a). No Brasil, entretanto, apenas no ano de 2010 o consumo per capita atingiu 9,75
kg/habitante/ano (BRASIL, 2012).

Tabela 1: Producdo mundial de pescado de 2006 a 2011 em milhdes de toneladas

Ano 2006 2007 2008 2009 2010 2011
Producéo 137,3 140,2 142,6 145,3 148,5 154,0
Aumento * - 2,1% 1,7% 1,9% 2,2% 3,7%

*Em relacéo ao ano anterior. Adaptado de FAO (2012).

A producdo brasileira de pescado reflete esse consumo per capita. Apesar do extenso
litoral e do conjunto de bacias hidrograficas situadas no seu territério, em 2009, o Brasil
contribuiu 1.240.813 t para a producdo mundial, representando 0,86% do total e garantindo a
182 colocacdo no ranking de maiores produtores, atras de paises bem menores como Peru (49),
Japdo (59), Filipinas (6°), Vietnd (7°), Coréia do Sul (13°), Tailandia (14°) e México (17°)
(BRASIL, 2012).

No que se refere somente a producdo aquicola, o Brasil € 0 17° no mundo e 0 2° na
América do Sul, tendo produzido 479.398 t no ano de 2010, o que indica um crescimento de
31,2% quando comparado a 2008 (365.366 t). Deste total, 85.058,6 t (maior valor registrado
desde 2004) foram provenientes da aquicultura marinha que atualmente no Brasil, pode ser
dividida em dois cultivos predominantes: a malacocultura e a carcinicultura, mas vem
apresentando um decréscimo da sua participacdo na producdo. (BRASIL, 2012) (Tabela 2).

De acordo com a FAO (2010), dentre os produtos da pesca, 0 camardo é a commodity
mais valiosa em termos monetarios, sendo sozinha responsavel por 15% do valor total do
pescado comercializado internacionalmente. Em 2010, por exemplo, o cultivo de uma unica
espécie de camardo gerou US$ 11,3 bilhdes (FAO, 2012b).
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Tabela 2: Producédo de pescado (t) da aquicultura marinha entre 2008 e 2010 nas regides e
Unidades Federativas do Brasil

Regibes e UFs 2008 2009 2010
BRASIL 83.358,6 78.296,4 85.058,6
NORTE 265,2 246,1 257,9
Para 265,2 246,1 257,9
NORDESTE 67.740,4 62.859,1 67.327,9
Maranhao 2714 251,8 302,5
Piaui 1.767,2 1.639,8 1.978,3
Ceara 22.109,0 20.515,8 21.219,8
Rio Grande do Norte 28.534,2 26.478,1 28.649,7
Paraiba 1.574,9 1.461,4 1.898,8
Pernambuco 3.791,2 3.518,0 3.966,1
Alagoas 207,4 192,4 174,7
Sergipe 2.994 .4 2.778,7 2.577,2
Bahia 6.490,8 6.023,1 6.560,8
SUDESTE 800,8 780,1 855,5
Espirito Santo 631,7 611,0 675,1
Rio de Janeiro 26,2 26,2 26,5
Sao Paulo 142,9 142,9 153,9
SUL 14.552,2 14.411,0 16.617,4
Parana 1.140,5 1.101,4 961,8
Santa Catarina 13.388,7 13.288,3 15.636,2
Rio Grande do Sul 22,9 21,3 19,3

Adaptado de Brasil (2012).

No Brasil, a categoria “crustdceos” representou 39% da pauta de exportagdo de
pescado no ano de 2010 em valores monetéarios, o que significa, aproximadamente, US$ 103
milhGes do total de exportacdes (BRASIL, 2012).

O cultivo de camardes tem sua origem histdrica no sudeste da Asia, onde pescadores
artesanais construiam diques de terra nas zonas costeiras. Porém, apenas entre 1975 e 1985, o
cultivo do camardo marinho atingiu um nivel de rentabilidade capaz de atrair a atencao de
investidores. O inicio da carcinicultura no Brasil data da década de 70, com incentivo, por
parte do governo de alguns estados, para alavancar a producao deste crustaceo objetivando o
comércio internacional (SEBRAE, 2008).

Em 2003, o camardo brasileiro ocupou o primeiro lugar das importacdes de camardo
pequeno e médio dos Estados Unidos (25%), e no ano seguinte, ocupou também o primeiro
lugar das importacdes de camardo tropical da Unido Europeia e da Franca e o segundo lugar
da Espanha (ROCHA, 2013). Entretanto, a partir de 2004, a carcinicultura brasileira sofreu

diversos contratempos; os Estados Unidos, que eram 0s maiores importadores, passaram a
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adotar uma Lei Antidumping em relacdo a importacdo de camardes de diversos paises para
evitar que seu mercado ficasse supersaturado e que seus proprios produtores fossem
prejudicados; houve uma progressiva desvalorizagdo cambial do dolar em relagdo ao real
(sem compensacdo financeira para os produtores); e por fim, enchentes nos anos de 2004,
2008 e 2009 devastaram os grandes polos carcinicultores do Brasil (ROCHA, 2013).

Todos estes fatores fizeram com que o camarao brasileiro perdesse competitividade de
maneira tal, que entre 2004 e 2006 ele acabou saindo dos mercados norte americano e
europeu, o que obrigou o produtor brasileiro a reduzir sua producdo e reorientar suas vendas
para o mercado interno, sendo que a parcela destinada para esse mercado era de 22% em 2003
e passou para 100% em 2012 (ROCHA; BORBA; NOGUEIRA, 2013; ROCHA, 2013)
(Figura 1).

235.900

mm \/olume (t)

= \/alor (US$ x 1000)

1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012

Figura 1: Desempenho das exportacdes de camardo cultivado entre 1998 e 2012.
Adaptado de Rocha (2013).

Conforme Rocha (2013), os dados do Censo da Carcinicultura Nacional de 2011
revelam que apesar da grande crise pela qual este setor passou nos ultimos anos, ele
conseguiu sobreviver, embora a produtividade tenha diminuido 22,27% entre 2003 e 2011, o

numero de produtores e a area total da producdo aumentaram significativamente (Tabela 3).
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Tabela 3: Dimenséao da carcinicultura nacional

Variaveis levantadas/ano 2003 2004 2011 Variacao®
N° de produtores 905 997 1.544 55%
Area total (ha) 14.824 16.598 19.847 20%
Producéo (t) 90.190 75.904 69.571 -8%
Produtividade (kg/ha/ano) 6.084 4.510 3.505 -22,27%
Exportagdes (US$ Milhdes) 226,0 198,0 0,90 -99,55%

& Calculado em relagdo ao ano anterior. Adaptado de Rocha (2013).

O Nordeste ainda &, indiscutivelmente, o maior polo produtor de camardes do Brasil,
chegando a ser responsavel por 99,3% da producdo total. Dentre os estados desta regido, o
Rio Grande do Norte e o Ceard se destacam e, entre os anos de 2008 e 2010, ambos
contribuiram para que o camardo representasse naquele periodo cerca de 80% do total
produzido na aquicultura marinha em todo o pais (ROCHA, BORBA, NOGUEIRA, 2013).

A carcinicultura do Rio Grande do Norte foi por muitos anos a maior produtora de
camardes em territdrio nacional, no entanto, a producdo cearense na aquicultura continental é
muito superior a potiguar, o que fez com que o Ceara se tornasse o maior produtor brasileiro
de camarBes nos ultimos anos, tendo contribuido 31.982 t para a producdo total de 2011,
enquanto o RN contribuiu com 17.742 t (BRASIL, 2012; ROCHA, 2013).

Em 2011, o cultivo de camardo gerou aproximadamente um bilh&o de reais e 70 mil
empregos, dos quais 88% foram ocupados por mao-de-obra com a minima qualificacdo
profissional. 1sso demonstra que apesar dos contratempos, a carcinicultura ainda € uma
atividade com grande importancia socioecondmica, especialmente nos principais polos
produtores, onde parte da populacdo estda envolvida no setor direta ou indiretamente
(ROCHA, 2013).

3.2 MELANOSE EM CRUSTACEOS: QUALIDADE E DETERIORACAO

O conceito de qualidade em pescado € muito abrangente. O consumidor ao fazer sua
decisdo final leva em conta diversos aspectos relacionados a esse conceito, como por
exemplo: a qualidade nutricional, relacionada a busca por alimentos saudaveis; a qualidade
higiénica, que se refere a manipulagdo e processamento do produto; a qualidade sensorial, que
depende do fator da cultura local; a qualidade de uso, que diz respeito a facilidade de preparo,

disponibilidade do produto no mercado, etc.; a qualidade simbolica, que relaciona-se com
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significado de se alimentar de pescado, tanto para si proprio quanto para outros; e por fim, a
qualidade social, onde se leva em conta a implicacdo da producdo do alimento que se
consome sobre 0 meio ambiente (SANTOS, 2011).

Uma grande dificuldade em se trabalhar com o pescado € que, dentro dos produtos de
origem animal, ele é um dos mais susceptiveis ao processo de deterioragcdo, perdendo
rapidamente sua qualidade logo apds a captura (BRESSAN; PEREZ, 2000). Os crustaceos
ndo sdo diferentes, sua alta perecibilidade forca a industria do pescado a constantemente
buscar solucdes viaveis para este problema (MANHEEM et al., 2012).

Segundo Vieira (2011) camar@es sdo 0s animais aquaticos mais propensos a sofrerem
alteracbes oxidativas, hidroliticas e ou microbioldgicas gracas & sua elevada atividade de
agua, composicao quimica — alto teor de gordura insaturada — e pH préximo a neutralidade.
Ainda de acordo com a mesma autora, esses animais também possuem maior nivel de
aminoacidos livres do que os peixes e contém enzimas que quebram as proteinas rapidamente,
0 que os torna alvos faceis para o ataque de microbiota deteriorante.

Entre os processos mais importantes na deterioracdo dos crustaceos em geral, esta a
melanogénese, nome dado a formacéo da melanose, mancha preta ou black spot, que consiste
no escurecimento progressivo das articulagdes e exoesqueleto desses animais, especialmente
no cefalotorax (OGAWA et al., 1984) (Figura 2).

\

Figura 2: A) Camardo branco (L. vannamei) com melanose no cefalotérax, pledpodes e
articulacdes entre os segmentos da cuticula; B) Detalhe da melanose na zona caudal do L.
vannamei — urépodes e telson. Fonte: Arquivo pessoal.

Essa coloracdo comeca a aparecer dentro de horas ap0s a despesca, ao entrarem em

contato com o oxigénio atmosférico, caso 0s crustaceos ndo sejam refrigerados e tratados com
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antioxidantes imediatamente (GOKOGLU; YERLIKAYA, 2008; MARTINEZ-ALVAREZ;
GOMEZ-GUILLEN; MONTERO, 2008). Entretanto, flutuages de temperatura e interrupcéo
da cadeia do frio também facilitam o processo de deterioracdo microbioldgica e enzimatica
(HUSS, 1995), de forma que até camardes congelados, depois de sofrerem descongelacédo
podem apresentar melanose (DIAZ-TENORIO; GARCIA-CARRENO; PACHECO-
AGUILAR, 2007).

A melanizacdo possui importante papel no sistema imune de invertebrados, permitindo
rapida resposta a infecgbes causadas por diferentes tipos de patdgenos. Entre as varias
respostas imunes humorais possiveis, como a cascata de coagulacdo e a acdo de enzimas
antioxidantes de defesa, o encapsulamento melanético de corpos estranhos é um dos
mecanismos mais eficientes em animais invertebrados (AMPARYUP; CHAROENSAPSRI,
TASSANAKAJON, 2013). Métodos inadequados de captura e manipulacdo, e outros eventos
“traumaticos” podem ativar o mecanismo de defesa dos crustaceos e resultar no aumento da
formagéo de melanose (BARTOLO; BIRK, 1998; McEVILY; IYENGAR; OTWELL, 1991).

Melanose em crustaceos é causada pela oxidacdo enzimatica de compostos incolores
chamados fendis em quinonas, que por sua vez sofrem polimerizacdo ndo enzimatica e dédo
origem aos pigmentos negros denominados melanina (BENJAKUL; VISESSANGUAN;
TANAKA, 2006; JANG et al., 2003; ZAMORANO et al., 2009).

A enzima-chave no processo de formacdo da melanose é a fenoloxidase (PO), também
conhecida como polifenoloxidase, tirosinase, catecoloxidase, o-difenoloxidase ou
monofenoloxidase, dependendo do tipo de fenol que utilizam como substrato (BENJAKUL,;
VISESSANGUAN; TANAKA, 2006; GARCIA-CARRENO; COTA; NAVARRETE del
TORO, 2008; WHITAKER; RAMIREZ; VIRADOR, 2003). Autores concordam que a
hemocianina, uma enzima ligadora de cobre presente na hemolinfa de moluscos e artropodes,
responsavel pelo transporte de oxigénio, também pode apresentar atividade fenol-oxidativa,
contribuindo para a melanogénese (ADACHI et al., 2001; COATES; NAIRN, 2013; FAN et
al., 2009; GARCIA-CARRENO; COTA; NAVARRETE del TORO, 2008).

Moléculas microbianas especificas, denominadas padrées moleculares associados a
patogenos (PAMPs), como por exemplo B-1,3-glucano, lipopolissacarideos e peptidoglicanos,
sdo reconhecidas através de proteinas reconhecedoras de padrdes (PRPs) ativando uma
cascata de proteinases presentes no soro (entre elas, a enzima ativadora de proPO — PPAE) e,

eventualmente, culminando na clivagem do zimogénio proPO em PO ativa, que transforma
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fendis em quinonas, esta Gltima substancia, por sua vez, pode cruzar moléculas vizinhas, sem
a presenca de enzimas, para dar origem a melanina (AMPARYUP; CHAROENSAPSRI,
TASSANAKAJON, 2013) (Figura 3).

Sistema de ativacao da proPO em artrépodes

Fungos e \

B-1,3- gluc1no)
—— Cascata de
Q Eses do Soro \ QgroPPAE )
\.u /
Bactérias Gram Negativas Inlbldor de Protemase /
(Lipopolissacarideos)
K @ Inibidor de Proteinase
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Figura 3: Esquema do sistema de ativacdo da proPO em artropodes: (1) Reconhecimento de
PAMPs através de (2) PRPs (BGBP — proteina ligadora de B-1,3-glucano; LGBP — proteina
ligadora de lipopolissacarideos e [-1,3-glucano; PGBP — proteina ligadora de
peptidoglicano), desencadeando uma cascata de proteinases do soro, entre elas proPPAE (3),
0 zimogénio da PPAE — enzima que promove a ativacdo da proPO em PO (4), a enzima
responsavel por transformar fendis em quinonas (5), que por sua vez passam por
polimerizacdo ndo enzimética e ddo origem a melanina (6). Adaptado de Amparyup,
Charoensapsri e Tassanakajon (2013).

Os produtos das reacbes que ddo origem a melanose ndo sdo prejudiciais a salde
humana e ndo indicam, necessariamente, deterioracdo microbiana (NIRMAL; BENJAKUL,
2009a; PHONPALA et al., 2009). Entretanto, causam danos aos atributos sensoriais,
diminuindo a qualidade, vida de prateleira e, consequentemente, o valor comercial desses
produtos, ja que a melanose reduz a aceitabilidade dos consumidores, ocasionando perdas
financeiras para empresas que trabalham com pescado (GOMEZ-GUILLEN et al., 2005;
MONTERO; MARTINEZ-ALVAREZ; GOMEZ-GUILLEN, 2004).
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Visando evitar tais perdas, pescadores e produtores de crustdceos fazem uso de
diversas técnicas que buscam prolongar a vida de prateleira, além de inibir ou prevenir a
melanose eliminando um ou mais componentes essenciais durante a cascata de reacdes, e.g.
enzimas e oxigénio (GOKOGLU; YERLIKAYA, 2008). Dentre as mais tradicionais estdo o
uso de gelo (AUBOURG et al., 2007; MENDES; QUINTA; NUNES, 2001), o congelamento
(BENJAKUL et al., 2003), o cozimento ou pré-cozimento (MANHEEM et al., 2012;
MARTINEZ-ALVAREZ et al., 2009), o uso de embalagens em atmosfera modificada (EAM)
(SIVERTSVIK; JEKSRUD; ROSNES, 2002), e principalmente, o uso de sulfitos ou solugdes
a base de sulfitos (FIEGER, 1951; OTWELL; MARSHALL, 1986).

3.3 O USO DE SULFITOS NA CARCINICULTURA E SUAS ALTERNATIVAS

Os sulfitos sdo os aditivos mais eficiente e amplamente utilizados em todo o mundo
para prevenir melanose em crusticeos (GOMEZ-GUILLEN et al., 2005; LOPEZ-
CABALLERO et al.,, 2006). Eles agem como esterilizantes, antioxidantes e conservantes
(MOURA; DANTAS; SANTOS, 2008), sendo, geralmente, misturados com &cidos organicos,
como o &cido ascorbico, acido citrico e EDTA, ou com agentes quelantes para aumentar sua
eficiéencia (MARTINEZ-ALVAREZ; GOMEZ-GUILLEN; MONTERO, 2008). Esses
compostos comecaram a ser utilizados na década de 50 (FIEGER, 1951), sendo que desde a
Grécia antiga ja existem relatos do uso do dioxido de enxofre (SO,) e seus sais como
conservantes (OUGH, 1983). Dentre todos os tipos de agentes sulfitantes, o metabissulfito de
sodio (N2S,05 — MBS) (Figura 4) é o mais comumente utilizado, especialmente logo apos a
despesca, quando os animais sdo sacrificados com choque térmico em solucéo de agua, gelo e
MBS (ARAGAO; CASTRO; COSTA-LOTUFO, 2008; GOES et al., 2006; MONTERO;
MARTINEZ-ALVAREZ; GOMEZ-GUILLEN, 2004).

O efeito antioxidante do MBS é devido & formacéo de fons redutivos (SOs?) que
sequestram o O, do meio, gerando um ambiente anaerdbio inadequado tanto para o
crescimento de microrganismos aerdbios, quanto para a formacdo da melanose, que consiste
em varias reacdes oxidativas, enzimaticas ou ndo (ELMAS et al., 2005; GOES et al., 2006).
Os sulfitos podem estar ou nédo ligados, de forma reversivel ou irreversivel as moléculas

presentes em alimentos, com a sua fragdo de ions livres em equilibrio dindmico formando SO,
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molecular (MOURA; DANTAS; SANTOS, 2008). Ao reagir com a agua, o gas dioxido de
enxofre (SO,), liberado pelo MBS, forma &cido sulfuroso (H,SO3) e &cido sulfdrico (H,SO,)
(FIALHO, 2010). Como o feito desse aditivo ndo dura indefinidamente, altas concentracdes e
repeticdes de doses sdo, por vezes, necessarias para prevenir a melanose eficazmente
(MONTERO; MARTINEZ-ALVAREZ; GOMEZ-GUILLEN, 2004).
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Figura 4: A) Férmula molecular do MBS — Fonte: Google Imagens; B) Aspecto fisico do
MBS — Fonte: Google Imagens; C) MBS acondicionado em embalagem comercial pequena.
Fonte: Arquivo pessoal.

Autores concordam que sulfitos, em geral, podem causar danos tanto a saude dos
trabalhadores que os aplicam sobre os alimentos, quanto a de quem consome esses produtos
(ATKINSON; SIM; GRANT, 1993; COLLINS-WILLIAMS, 1983; MONTERO et al., 2006;
WARNER; DIACHENKO; BAILEY, 2000). Entre os maleficios ocasionados por estes
aditivos e seus residuos, estd a intoxicacdo aguda quando eles entram em contato com
mucosas, resultando em distdrbios neuroldgicos em pessoas sensiveis, dificuldades
respiratdrias, reacdes alérgicas na pele, ataques de asma, cianose e até morte por edema
pulmonar; além disso, a exposicdo cronica a concentracdes elevadas de SO, provoca
nasofaringite, atrofia das mucosas respiratérias, ulceracdo no septo nasal, etc. (ATKINSON;
SIM; GRANT, 1993; FIALHO, 2010). Outra preocupacdo em relacdo ao uso de sulfitos na
carcinicultura é o impacto ambiental que a liberacdo desses residuos na natureza pode causar,
especialmente nos corpos d’agua proximos as fazendas de cultivo, que recebem grandes
quantidades, principalmente de MBS todo dia (ARAGAO; CASTRO; COSTA-LOTUFO,
2008; BOYD, 2002).

Por todos estes motivos, o uso do MBS e de outros sulfitos passou a ser regulamentado

pelas agéncias de salde de varios paises. Na Europa, a diretiva 95/2/EC, emendada pela
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2006/52/EC, lista o MBS como aditivo alimentar autorizado, obrigando informagdo na
rotulagem caso os sulfitos residuais ultrapassem 10 ppm e estabelecendo um limite maximo
de 150 ppm desses mesmos residuos em crustaceos (EUROPEAN PARLIAMENT, 2006). No
Brasil, a resolucdo n® 4 de Novembro de 1988, do Conselho Nacional de Saude (CNS),
permite 0 uso de MBS entre varios outros sulfitos, estabelecendo um limite méximo de SO;
residual em camardes e lagostas frescas, de 0,003 g.100g™ no produto cozido e 0,01 g.100g™
no produto cru (BRASIL, 1988).

Buscando evitar todos esses problemas encontrados com os sulfitos, varias alternativas
vém sendo estudadas ao longo dos anos, dentre elas, a considerada mais eficiente é o 4-
hidroxilresorcinol (4-HR), que inibe a melanose e, ainda assim, é inécuo (KIM;
MARSHALL; WEI, 2000; LOPEZ-CABALLERO et al., 2007; MONTERO et al., 2006).
Entretanto, doses eficazes de 4-HR dependem do estado fisioldgico do camardo, da estacao do
ano, do método de aplicacio e da espécie (LOPEZ-CABALLERO et al., 2006).

Outros tratamentos como EAM (BONO et al., 2012; SIVERTSVIK; JEKSRUD;
ROSNES, 2002; THEPNUAN; BENJAKUL; VISESSANGUAN, 2008) e alta pressao
(LOPEZ-CABALLERO et al., 2000; MONTERO; LOPEZ-CABALLERO; PEREZ-
MATEQS, 2001) também se mostraram efetivos na inibicdo da melanose e manutencdo da
qualidade do produto por mais tempo, mas quando comparados com o MBS tornam-se
métodos mais onerosos e menos praticos (CANN, 2001).

Atualmente, varios pesquisadores buscam alternativas organicas e sustentaveis para o0s
sulfitos, recorrendo a extratos de plantas, frutos, folhas, sementes, fungos, chas, etc.
(ENCARNACION et al., 2012; FANG et al., 2013; NIRMAL; BENJAKUL, 2009a, 2011b;
SEABRA et al., 2011).

3.4 EMBALAGEM EM ATMOSFERA MODIFICADA (EAM)

Tecnologias de embalagem sdo maneiras importantes de prolongar a vida de prateleira,
retardar a deterioracdo e manter a qualidade dos produtos (MASNIYOM, 2011). Para Otwell,
Kristinsson e Balaban (2006), a crescente dependéncia em ofertas de mercados distantes, que
consomem tempo para serem comercializados demanda da industria da pesca opcdes de
processamento e empacotamento que ajudem a preservar o produto com qualidade por longos

periodos de tempo. Além disso, as embalagens sdo convenientes para 0s consumidores, e
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fazem parte das estratégias de marketing e comunicacdo das empresas com seus clientes
(RESTUCCIA et al., 2010).

O principio da EAM é substituir o ar atmosférico dentro de uma embalagem com uma
mistura de concentracGes gasosas fixas que, uma vez introduzida, ndo mais permite ser
controlada, dessa forma, durante o armazenamento, a composicdo gasosa das embalagens é
lentamente alterada (SIVERTSVIK; JEKSRUD; ROSNES, 2002). De acordo com Cann
(2001), a diferenca entre a EAM e a embalagem em atmosfera controlada (EAC) é justamente
que nesta Ultima, a composicdo gasosa € continuamente controlada ao longo do
armazenamento.

A embalagem a vacuo foi a primeira forma de atmosfera modificada desenvolvida
comercialmente, e nada mais é que o acondicionamento do produto em embalagens com
barreira aos gases, de onde todo o ar é removido para evitar o crescimento de organismos
deteriorantes, a oxidacdo e descoloracdo do produto (MANTILLA et al., 2010).

Existem varios tipos de méaquinas de EAM, desde as mais simples que utilizam
embalagens flexiveis ou com bandejas dentro, até as mais sofisticadas que dao forma a
pacotes rigidos a partir de rolos de plastico termoformaveis (CANN, 2001). As embalagens
devem ter baixa permeabilidade a gases e levar em consideracao especificacfes das maquinas
que vao ser usadas e dos produtos aos quais vao se aplicar, por exemplo, no caso de camardes,
é preciso que seja considerado o rostro deste animal, que por ser muito afiado pode perfurar
embalagens mais finas ou flexiveis, requerendo assim um tipo especial de empacotamento
(BAK et al., 1999; CANN, 2001).

As maquinas podem utilizar uma mistura de gases j& pronta ou misturar elas préprias
nas concentracfes desejadas imediatamente antes da embalagem (CANN, 2001). Dentre 0s
gases utilizados nas EAM, o gas carbdnico (CO,), o oxigénio (Oy), e o nitrogénio (N;) sdo 0s
mais comuns, entretanto tracos de mondxido de carbono, 6xido nitroso, diéxido de enxofre,
argbnio e xenbnio sdo tidos como possiveis gases para EAM em carnes, vegetais e frutas
(MASNIYOM, 2011; ZHANG et al., 2008).

O didxido de carbono (CO,) € considerado por Sivertsvik, Jeksrud e Rosnes (2002) o
gas mais importante da EAM de pescado, devido as suas propriedades bacteriostaticas e
fungistaticas. Ele é bastante solivel em &gua e gordura, se tornando facilmente dissolvido na
fase liquida dos musculos e dando origem ao acido carbénico, sua solubilidade aumenta com

a diminuicdo da temperatura, entdo é preciso observar a concentracdo desse gas presente no
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produto final, pois sua absorc¢éo pode resultar no colapso da embalagem (MASNIYOM, 2011,
SIVERTSVIK; JEKSRUD; ROSNES, 2002). O &cido carb6nico diminui o pH do produto,
causando em mudancas sensoriais no produto, e diminuindo a sua capacidade de reter agua, o
que ocasiona formacéo de exsudato (MASNIYOM, 2011).

O oxigénio (O,) é melhor utilizado em pequenas concentracdes, no caso de EAM de
produtos da pesca, para tentar evitar condi¢cdes anaerobias que propiciem o crescimento de
microrganismos patdgenos estritamente anaerdbios como o Clostridium botulinum ou
anaerdbios facultativos como a Listeria monocytogenes. Alem disso, o O, contribui pra
coloracdo vermelha em atuns, por exemplo, por estar associado a forma oxigenada da
oxiglobulina (MASNIYOM, 2011; RUTHERFORD et al., 2007). Sua presenca em grandes
quantidades, principalmente em pescado com alto teor de gordura, facilita o ranco oxidativo
(MASNIYOM, 2011).

O nitrogénio (N) é um gas inerte, inodoro e insipido, comumente utilizado para
preencher espaco e evitar que a embalagem colapse, pois possui baixa solubilidade tanto na
gordura quanto na agua (FARBER, 1991). E utilizado para substituir o O, atrasando o
aparecimento de ranco oxidativo e diminuindo a taxa de crescimento de microrganismos
aerobios (MASNIYOM, 2011; SIVERTSVIK; JEKSRUD; ROSNES, 2002).

Dentre as desvantagens da EAM citadas por Faria, Cruz e Gongalves (2011) estdo o
custo do investimento inicial, com aquisicdo de maquinario e insumos; a necessidade de
aditivos alimentares; o volume da embalagem, que ndo permite maior economia de espaco; e
a dificuldade de detectar fugas de gases. Para Cann (2001), além dessas, outras desvantagens
sdo o0 colapso da embalagem e a formacdo de exsudato que acontecem caso a mistura gasosa
ndo seja ideal, e o0 fato de que se mantida fora de temperaturas de refrigeracdo durante o
processo de distribuicdo e comercializacdo, a EAM pode perder sua capacidade de estender a

vida de prateleira do produto.

3.5 A ACEROLA COMO AGENTE ANTIMELANGSICO

Varios pesquisadores buscam solugdes organicas e sustentaveis para inibir a melanose
em camarbes (ENCARNACION et al., 2012; MU et al., 2012; NIRMAL; BENJAKUL,
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2011c), pois os métodos mais comumente utilizados podem ser nocivos a salde do
consumidor ou bastante onerosos para os produtores .

A acerola ou cereja das Antilhas (Malpighia glabra L., M. punicifolia L. ou M.
emarginata DC.) é originaria da América Tropical (YAMASHITA et al., 2003) e foi
introduzida no Brasil em 1956, através de uma docente da Universidade Federal Rural de
Pernambuco, com sementes trazidas de Porto Rico (LOPES; PAIVA, 2002).

Hoje, o Brasil é um dos maiores produtores mundiais de acerola (MACIEL et al.,
2010). Esta planta produz o ano todo e prefere regides de baixa altitude, sendo mais presente
nos estados do Nordeste, especialmente Bahia, Ceara e Paraiba (LIMA, 2010).

Dentre os varios produtos alimenticios de acerola, as formas mais comuns de
consumo, além da fruta in natura, sdo a polpa congelada e o suco engarrafado, pois a
qualidade da fruta diminui rapidamente apo6s a colheita (JOHNSON, 2003; SOARES et al.,
2001; YAMASHITA et al., 2003).

O principal atrativo da acerola é seu valor nutricional, essa fruta possui altos teores de
acido ascorbico (AA), i.e, vitamina C, além de carotenoides, tiamina, riboflavina e niacina,
proteinas e sais minerais, especialmente ferro, célcio e fosforo (ANDRADE et al., 2002;
ASSIS; LIMA; OLIVEIRA, 2001; FREITAS et al., 2006; MATSUURA; ROLIM, 2002;
SOARES et al., 2001).

Quando comparada com outras frutas, a acerola pode apresentar o teor de vitamina C
centenas de vezes maior que as demais. Matsuura e Rolim (2002) afirmam que foram
encontrados teores de AA em acerola variando entre 300 e 4.676 mg.100g™*. Na Tabela 4
estdo expostos resultados de autores que analisaram o teor de acido ascdrbico em diferentes
frutas tropicais.

A acerola também possui notavel atividade antioxidante, muito possivelmente
relacionada ao elevado teor de vitamina C que apresenta (ASSIS; LIMA; OLIVEIRA, 2001).
Prado (2009), afirma que entre os antioxidantes naturais estdo os tocoferdis, a vitamina C, 0s
carotenoides e os compostos fenolicos (substancias que possuem anel aromatico com um ou
mais grupos hidroxila). Esses Ultimos também tém sido considerados grandes responsaveis
pela atividade antioxidativa de diversas frutas. Na acerola, os principais compostos fendlicos,
presentes na polpa sdo: malvidina 3,5-diglucosideo; cianidina 3-glucosideo; pelargonidina;
acido clorogénico; acido caféico; acido p-cumarico; acido ferulico; quercetina e canferol
(VENDRAMINI; TRUGO, 2004). Durante seus experimentos, Prado (2009) e Melo et al.
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(2008) compararam os teores de compostos fendlicos em diferentes frutas tropicais, e, em
ambos os casos a acerola apresentou as maiores quantidades de fenolicos totais (Tabela 5).

Tabela 4: Teor de AA em diferentes frutas tropicais

Autores Fruta AA? (mg.100g™)
Canuto et al. (2010) Abiu 2,0+0,0
Acerola 378,5+0,0
Acai 10,1£0,0
Araga-boi 0,2+0,0
Bacaba 0,9+0,2
Bacuri 0,2+0,0
Buriti 0,1+0,0
Caja 0,3+0,0
Cajarana 18,3+0,0
Caju 12,4+0,0
Cupuagu 3,3x0,0
Graviola 0,1+0,0
Murici 0,3+0,1
Noni 51,2+0,0
Tamarindo 0,1+0,0
Andrade et al. (2002) Araca 168,9+£20,0
Acerola 1.585,5+441,6
Laranja 63,8+6,32
Unicamp (2006) Acerola 941,4
Graviola 19,1
Laranja 56,9
Manga 17,4
Maracuja 19,8

®AA: 4cido ascdrbico; Adaptado de Canuto et al. (2010); Andrade et al. (2002) e Unicamp (2006).

As industrias de pescado, como ja havia sido mencionado, utilizam principalmente
antioxidantes quimicos como 0 MBS (ARAGAO; CASTRO; COSTA-LOTUFO, 2008) para
evitar a melanose em crustaceos. O notavel potencial antioxidante da acerola, possibilita o uso

dessa fruta como agente inibitdrio ou preventivo da melanose.
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Tabela 5: Teor de compostos fenolicos em diferentes frutas tropicais

Autores Fruta Fendlicos totais

Prado (2009)" Abacaxi 0,37+0,006
Acerola 15,8+0,1
Manga 0,564+0,003
Maracuja 0,372+0,004
Mel&do 0,128+0,002
Goiaba 0,564+0,002
Pitanga 1,16+0,01

Melo et al. (2008)* Abacaxi 515,55+24,77
Acerola 3.366,55+67,33
Caju 808,05+32,32
Goiaba 468,52+14,06
Laranja cravo 409,00+£12,27
Laranja péra 465,25+27,92
Maméo formosa 509,00+£22,91
Maméo Havai 284,85+£17,09
Manga espada 157,55+5,51
Manga rosa 173,45+6,94
Melancia 454,95+12 65
Mel&o espanhol 383,90+16,19
Mel&o japonés 575,05+21,85
Mel&o Orange flesh 472,65+28,36
Pinha 179+7,17

ICompostos fendlicos equivalentes ao acido gélico, com resultados expressos em mgAG.mL™;
Compostos fenélicos equivalentes de catequina, com resultados expressos em pg.mL™. Adaptado
de Prado (2009) e Melo et al. (2008).

3.6 PARAMETROS PARA AVALIACAO DA QUALIDADE DO CAMARAO

3.6.1 Parametros microbioldgicos

3.6.1.1 Bactérias mesofilas e psicrotréficas

A quantidade e os tipos de microrganismos encontrados no pescado fresco além de
serem influenciados pelo local e método da captura, também dependem da estagdo do ano e
refletem a populacdo microbiana das aguas de onde foram capturados (OLIVEIRA, 2005).

Em crustaceos in natura, resfriados ou congelados, a contagem total de bactérias nao é
uma analise exigida pela Resolugdo n°12, de 2 de Janeiro de 2001, da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) que aprova o0 regulamento técnico sobre padrdes
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microbioldgicos para alimentos (BRASIL, 2001). Entretanto, como esses alimentos séo
substratos excelentes para crescimento bacteriano, esses microrganismos possuem um papel
significativo na sua deterioracdo, entdo grande parte dos estudos realizam a contagem total de
bactérias, tanto mesofilas quanto psicrotréficas.

Mesodfilas sdo as bactérias que crescem bem entre 20 e 45°C, com temperatura 6tima
entre 30 e 40°C, enquanto que psicrotroficas crescem em temperaturas entre 0 e 7°C
produzindo colbnias viaveis dentro de 7 a 10 dias, apesar dessa ndo ser sua temperatura 6tima
e de poderem crescer em temperaturas de até 43°C. Entéo é possivel inferir que as bactérias
psicrotroficas estdo intimamente associadas a deterioracdo de pescados submetidos a
refrigeracdo. A diferenca entre psicrotrdficas e psicrofilas é que essas Gltimas tém temperatura
Otima, de fato, entre 10 e 15°C (JAY; LOESSNER; GOLDEN, 2005).  Tradicionalmente, a
analise de bactérias mesofilas e psicrotréficas € realizada através da contagem padrdo em
placa, utilizando PCA (Agar padrdo para contagem — Plate Count Agar) como meio de

cultivo.

3.6.1.2 Staphylococcus aureus e Salmonella spp.

Vieira (2011) classifica o S. aureus como “microrganismo indicador de manipulagao
inadequada”. O maior depositario de estafilococos é o corpo humano, normalmente em
individuos sadios se encontram na pele, nariz, maos garganta, axilas, virilhas e umbigo;
também esta presente em lesdes inflamatdrias, como abscessos, espinhas, tercdis, entre outros
(EVANGELISTA, 2008). Jay, Loessner e Golden (2005) afirmam que essas bactérias tém
como fonte mais importante de contaminacéo, descargas nasais e feridas sépticas nas maos ou
bracos de manipuladores, apesar de também poderem ser encontrada em animais. S. aureus é
Gram-positiva e, frequentemente, relacionada a DTAs (Doencas Transmitidas por Alimentos),
pois produz enterotoxinas responsaveis por causar gastroenterites em seres humanos (JAY;
LOESSNER; GOLDEN, 2005). Por ser prejudicial a satde publica, a RDC n°12 (BRASIL,
2001) exige a andlise de S. aureus, e estabelece um limite maximo de 10° estafilococos
coagulase positiva por grama de amostra.

Quanto a Salmonella spp., Vieira (2011) a classifica como um dos “microrganismos

indicadores de contaminagdo fecal”, juntamente com a Escherichia coli e o Enterococcus
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faecalis, e também como um “microrganismo capaz de causar doengas veiculadas ao
pescado”. Bactérias desse género chegam ao pescado por estarem presentes em Aaguas
poluidas por esgotos ou por excretas animais (MALAVOTA, 2008). A pesquisa de
Salmonella spp. também é exigida pela RDC n°12, e para assegurar a qualidade do crustaceo
deve haver auséncia de bactérias desse género em 25 g de amostra (BRASIL, 2001).

No Brasil, segue-se o Manual de Métodos Analiticos Oficiais para Analises
Microbiolégicas para Controle de Produtos de Origem Animal e Agua, presente na Instrucéo

Normativa n°62 (BRASIL, 2003) para realizar estas analises exigidas pela RDC n°12.

3.6.2 Parametros fisico-quimicos
3.6.2.1 Nitrogénio em bases voléteis totais (N-BVT) e trimetilamina (TMA)

A formacdo de N-BVT e suas aminas constituintes — entre elas a TMA — na
deterioracdo do musculo do pescado e sua relevancia como parametro de frescor tém sido
estudados por quase um século (HOWGATE, 2010a). Os niveis de N-BVT e TMA sdo 0s
responsaveis primarios pelos odores amoniacais associados a deterioracdo, tais niveis,
portanto, tém boa correlagdo com a analise sensorial (RUIZ-CAPILLAS; MORAL, 2001).

Vale salientar, que os teores de N-BVT e TMA variam consideravelmente de acordo
com a espécie de pescado sendo avaliada. I1sso porque a composi¢do quimica natural do
musculo de pescado também é extremamente diversa (RUIZ-CAPILLAS; MORAL, 2001).
Variam também de acordo com a embalagem a qual o produto é submetida (SIVERTSVIK;
JEKSRUD; ROSNES, 2002) e, com o método utilizado para mensurar esses teores
(CLANCY etal., 1995).

Vérios autores citam um teor maximo de N-BVT de 30 mgN.100g™ no musculo do
pescado (HOWGATE, 2010a), entretanto, houveram sugestdes que esse limite poderia variar
entre 20 e 60 mgN.100g™ de acordo com a espécie (GUZMAN, 1994). Para o0 TMA a
variacdo é maior, gadiformes geralmente possuem altas concentracdes de TMA, entre 70 e
100 mgN.100g™; os pleuronectiformes apresentam niveis moderados, em torno de 40
mgN.100g™"; e os pelagicos ou espécies de carne escura tém niveis baixos, aproximadamente,
10 mgN.100g™* (HOWGATE, 2010b).
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Entre as vérias técnicas existentes para aferir o teor de N-BVT estdo: destilacdo de
extrato do musculo do pescado; destilacdo sob pressdo reduzida; método de microdifusdo de
Conway; decomposicao durante a destilacdo; destilacdo em temperatura ambiente; analise de
injecdo de fluxo; entre outras (HOWGATE, 2010a). Para analisar o teor de TMA, Howgate
(2010a) cita as seguintes técnicas: método de Conway; método de picrato; destilacdo com
formaldeido; cromatografia gasosa-liquida; anélise de injecdo de fluxo; cromatografia liquida
de alta eficiéncia; eletroforese capilar; entre outras.

As técnicas mais utilizadas no Brasil para mensurar N-BVT e TMA seguem o manual
de Métodos Analiticos Oficiais para o Controle de Produtos de Origem Animal e seus
Ingredientes, proposto pelo LANARA (Laboratorio Nacional de Referéncia Animal)
(BRASIL, 1981) ou o Manual de Métodos Fisico-quimicos para Analise de Alimentos
proposto pelo Instituto Adolfo Lutz (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008a) e consistem,
basicamente, em técnicas de destilagdo do nitrogénio ndo proteico presente no musculo do

pescado.

3.6.2.2 pH

A concentracdo dos ions hidrogénio é quase sempre alterada quando se processa a
decomposicdo hidrolitica, oxidativas ou fermentativa do musculo do pescado (TAVARES;
GONCALVES, 2011). O potencial hidrogeniénico (pH) de uma amostra indica se as
substancias produzidas, durante o armazenamento do camardo, pelos microrganismos
deteriorantes sdo predominantemente &cidas (por exemplo acido latico) ou bésicas (como
amoOnia, aminas volateis e outros compostos nitrogenados). Indicando, desta forma, o grau de
deterioracdo do pescado.

Na legislacdo brasileira ndo ha padrdo de pH para crustaceos. O pH caracteristico do
peixe fresco é de 6,8 no exterior e 6,5 no interior da carne (BRASIL, 1952). Logo ap6s a
morte do pescado, devido a formacdo de acido latico em decorréncia do gasto de energia, 0
pH diminui. Entretanto, durante as modificagdes post mortem os valores desse atributo
tendem a aumentar, pois a formacéo de bases em decorréncia da acdo de enzimas bacterianas
ou enddgenas, que metabolizam o nitrogénio presente no musculo desses animais, faz com
gue o meio se torne alcalino (OLIVEIRA, 2005).
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Existem basicamente dois processos para aferir o pH, eles s&o: o colorimétrico, onde o
pH é aferido através de indicadores que produzem ou alteram sua coloracdo dependendo da
concentracdo de ions hidrogénio a qual estdo sendo submetidos, apesar de facil e rapido, ndo
ha grande precisdo nesse método, e existem limitacdes quanto ao seu uso em diferentes tipos
de alimentos; e o eletométrico, onde ha a utilizacdo de aparelhos especialmente produzidos
para este fim e que permitem determinagdo direta, simples e precisa do pH (INSTITUTO
ADOLFO LUTZ, 2008b).

3.6.3 Parametros sensoriais

3.6.3.1 Método do indice de Qualidade (MIQ)

Sant'Ana e Freitas (2011) acreditam que a percepcao sensorial € 0 método mais antigo
e confiavel para a avaliacdo do frescor do pescado, sendo largamente empregado no dia a dia
da industria (inspecdo e controle de qualidade), pela necessidade da rapidez no julgamento de
lotes de matéria-prima e do produto acabado, bem como pela facilidade de execucéo.

O Instituto de Tecnologistas de Alimentos (Institute of Food Technologists) (IFT,
1975) conceitua analise sensorial como a disciplina cientifica usada para evocar, medir,
analisar e interpretar reacGes das caracteristicas dos alimentos e materiais como sdo
percebidas pelos sentidos da visdo, olfato, gosto, tato e audicao.

Para Dutcosky (2011) existiram quatro fases distintas durante a historia da ciéncia da
analise sensorial:

e 12 fase (antes de 1940): época artesanal/ pré-cientifica, onde o conhecimento empirico
dominava a industria de alimentos e a qualidade sensorial era determinada pelo
proprietario da empresa ou pelo funcionario responsavel pela producéo;

e 22 fase (1940 — 1950): época de expansdo da industria de alimentos. Aqui houve a
incorporacdo de pessoal técnico e conceitos de controle de processo e de produto final
foram introduzidos, entretanto métodos sensoriais ndo eram muito comuns;

e 32 fase (1950 — 1970): apenas nessa época considerou-se seriamente a utilizacdo do
homem como instrumento de medida das caracteristicas sensoriais dos alimentos,

foram definidos os atributos primarios que integram a qualidade sensorial dos
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alimentos e os 6rgédos sensoriais a ele relacionados; foi estabelecido o entendimento de

que o homem tem habilidade natural de comparar, diferenciar e qualificar atributos

sensoriais, mas que era preciso normalizar a forma e as condi¢fes em que a pergunta
era feita, bem como dar um tratamento estatistico aos dados obtidos; e foram

desenvolvidas pesquisas bésicas sobre o processo pelo qual o homem percebe e

interpreta um estimulo.

e 42 fase (apds 1970): nesta época ficou definido que a qualidade sensorial ndo € uma

caracteristica propria do alimento, mas sim o resultado da interacdo entre o alimento e
0 homem. Sendo funcdo tanto dos estimulos procedentes dos alimentos como também
das condicdes fisioldgicas, psicologicas e sociologicas do individuo ou do grupo que
avalia o alimento, e para obter maxima sensibilidade, reprodutibilidade e
confiabilidade dos resultados, os testes devem ser realizados com equipe de julgadores
devidamente selecionados e treinados ou publico-alvo muito bem definido, em
ambiente apropriado, sob condices rigorosamente controladas, aplicando-se técnicas
estatisticas para avaliacdo dos resultados, desta forma a analise sensorial passou a ser
verdadeiramente uma ciéncia.

A ABNT (1993), através da NBR 12994 classifica os tipos de analise sensorial da
seguinte forma: discriminativos (testes de diferenca e testes de sensibilidade); descritivos
(MIQ — Método do Indice de Qualidade e ADQ — Andlise Descritiva Quantitativa, entre
outros); e subjetivos (comparagédo pareada, escala hedonica, escala de atitude, entre outros).

Os testes de diferenca e o0s subjetivos, que indicam apenas diferencas entre as
amostras e aceitacdo ou preferéncia dos consumidores, ndo necessitam de equipe treinada para
serem realizados, no entanto, para que os resultados sejam significantes estatisticamente é
preciso que haja uma grande quantidade de avaliadores, sendo que quanto mais pessoas
avaliarem, mais confianca sera passada pelo teste.

Ja os testes de sensibilidade e os descritivos requerem pessoal especializado, com
experiéncia e treinamento, pois quantificam e qualificam diferencgas sutis no perfil sensorial
das amostras, sendo assim, menos avaliadores sdo necessarios, entre 5 e 20 sdo suficientes
para seus resultados serem cofiaveis.

O Método do indice de Qualidade (MIQ) é um sistema de controle de qualidade rapido
e confiavel para avaliar o frescor do pescado (MARTINSDOTTIR et al., 2001). O MIQ é

baseado em um esquema originalmente desenvolvido no final dos anos 70, inicio dos anos 80
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pela Unidade de Pesquisa de Alimentos da Tasménia (Tasmanian Food Research Unit —
TFRU), localizada na Austrélia, quando pesquisadores conduziram uma série de ensaios sobre
diferentes métodos de manipulacdo e armazenamento ap0s a captura de pescado, e diferentes
métodos de embalagem e armazenamento para peixes e filés de peixe (BREMNER, 1985;
HYLDIG et al., 2007).

Esquemas de MIQ devem ser desenvolvidos para cada espécie de pescado,
individualmente (MARTINSDOTTIR et al., 2003), e para cria-los deve-se levar em
consideracdo o por qué dele ser solicitado, que vantagens possui sobre esquemas ja existentes,
sua acurcia e precisdo, se supre uma necessidade, para qué ele serd usado, as circunstancias
nas quais serad usado, sua robustez, sua adaptabilidade, seu potencial em atender futuras
demandas, seu valor comunicativo, sua facilidade de uso, seu custo, a possibilidade de ser
adotado, sua consisténcia com a teoria, e entdo, suas capacidades preditivas (HYLDIG et al.,
2007).

Existem vérios esquemas de MIQ para diferentes espécies de peixes. No que diz
respeito aos crustaceos, esquemas de MIQ foram desenvolvidos para, por exemplo, Pandalus
borealis (MARTINSDOTTIR et al., 2001) e L. vannamei (OLIVEIRA et al., 2009), no
entanto, a literatura ainda € muito restrita em relacéo a esses animais.

O MIQ avalia diversos atributos de qualidade, como aparéncia, textura, olhos, guelras
(no caso de peixes), entre outros, e na modificacdo desses atributos de acordo com o tempo de
estocagem, o0 que evita a rejeicdo do pescado com base em um Unico critério (SANT’ANA;
FREITAS, 2011). Ele parte do principio que avaliadores ndo conseguem julgar graus de
perfeicdo, mas podem rapidamente detectar desvios ou mudancas nesses graus. Entdo, pontos
de demérito foram adotados, de maneira que quanto maior o escore total, mais defeitos o
produto apresenta, e ao serem somados esses pontos de demérito, eles geram um indice de
Qualidade (IQ), que permitira fazer a avaliacdo da qualidade do pescado e prever a vida de
prateleira do mesmo (BORGES, 2013; HYLDIG et al., 2007).

Dentre as vantagens do MIQ estdo o fato dele ser barato, simples, requerer pouco
treinamento e ndo ser um método destrutivo. Por esses motivos, varios programas para
desenvolvimento de MIQs especificos de cada espécie foram criados em diversos paises,
principalmente na Europa. A maioria possui uma versdo para o consumidor com o objetivo de
auxiliad-lo a decidir o melhor produto na hora da compra no varejo (NIELSEN; HYLDIG;

LARSEN, 2002). Por esses motivos, espera-se que no futuro, o MIQ se torne a principal
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referéncia na avaliagio da qualidade do pescado na Comunidade Europeia
(MARTINSDOTTIR et al., 2001).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 AMOSTRAS E TRATAMENTOS

Foram utilizados 29 kg de camardo branco (L. vannamei) inteiro, com gramatura 10,
fresco, adquirido no ato da despesca, sem uso de aditivos, em fazenda de cultivo instalada no
municipio de Mossoro, RN. Os camardes foram armazenados em gelo (na proporcao 1:1) e
transportados até o Laboratério de Tecnologia e Controle de Qualidade do Pescado
(LAPESC) da UFERSA. Depois de lavados e retiradas as impurezas, os camardes foram
pesados e separados em 96 embalagens individuais contendo 300 + 0,9 g cada. Esse processo
ndo demorou mais que 5 horas ap0s a despesca e os camardes foram mantidos sob
refrigeracdo (5x£1°C).

Os grupos amostrais foram separados, primeiramente, de acordo com 0s tratamentos
antimelanosicos: 32 amostras ndo foram submetidas a nenhum tipo de banho de imerséo, esse
grupo foi denominado “Controle ou C”; 32 amostras foram submetidas & imersdo, durante 10
minutos, em solucdo com 1,25% de MBS (Na,S,0s), 0 grupo foi chamado de “Metabissulfito
ou M”; e, nas ultimas 32, foi realizado um banho de imersdo com solucdo de acerola feita
através da diluicdo de 100 g de polpa concentrada pasteurizada de acerola em 1 litro de agua
destilada, essas amostras constituiam o grupo “Acerola ou A” (Figura 5). Depois dos banhos

de imersdo, as amostras foram drenadas em peneiras plasticas durante 5 minutos para que 0

excesso do liquido fosse drenado.

Figura 5: A) CamarBes submetidos a banho de imersdo com MBS 1,25%; B) Camardes
submetidos a banho de imersdo com solucdo de acerola; C) Drenagem do excesso de liquido
das amostras. Fonte: Arquivo pessoal.
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Depois do tratamento com o0s agentes antimelandsicos 0s grupos amostrais foram
subdivididos. Oito amostras de cada grupo ja existente (C, M e A) foram embaladas, com
embaladora Sulpack® Supervac acoplada a médulo compressor e misturador de gases (Figura
6), nas seguintes atmosferas gasosas: i) ar atmosférico (Ar); ii) atmosfera modificada com
70% N, 30% CO; e 10 % O, (ATM1); iii) atmosfera modificada com 30% N,, 70% CO, e
10% O, (ATM2); iv) vacuo (V). A proporcdo entre gas e produto (G:P) nos grupos Ar, ATM1
e ATM2, foi de aproximadamente 1:1.

Figura 6: A) Embaladora Sulpack®Supervac B) Médulo compressor e misturador de gases;
C) Amostras embaladas. Fonte: Arquivo pessoal.

Dessa forma, cada um dos 12 grupos formados a partir da combinacéo dos tratamentos
antimelanosicos (C, M e A) com os tipos de embalagem (Ar, ATM1, ATM2 e V) (Tabela 6),
ficou com 8 amostras idénticas. As embalagens foram mantidas em refrigeracdo (5+1°C) e,
uma vez por dia, nos dias 0, 3, 6, 9, 12, 15, 18 e 21 era retirada uma amostra de cada grupo e

realizadas as analises microbioldgicas, fisico-quimicas e sensoriais .

Tabela 6: Grupos formados de acordo com a combinagdo dos tratamentos aos quais as
amostras foram submetidas

C M A
Ar C-Ar M-Ar A-Ar
ATM1 C-ATM1 M-ATM1 A-ATM1
ATM2 C-ATM2 M-ATM?2 A-ATM2
\Y/ Cc-v M-V A-V

C-Ar: sem banho de imersdo, embalagem com ar atmosférico; M-Ar: imersdo em MBS 1,25%, embalagem com
ar atmosférico; A-Ar: imersdo em solucdo de acerola, embalagem com ar atmosférico; C-ATM1: sem banho de
imerséo, embalagem em atmosfera modificada 1; M-ATM1: imersdo em MBS 1,25%, embalagem em atmosfera
modificada 1; A-ATM1: imersdo em solucdo de acerola, embalagem em atmosfera modificada 1; C-ATM2: sem
banho de imersdo, embalagem em atmosfera modificada 2; M-ATM2: imersdo em MBS 1,25%, embalagem em
atmosfera modificada 2; A-ATM2: imersdo em solucéo de acerola, embalagem em atmosfera modificada 2; C-V:
sem banho de imersdo, embalagem em vacuo; M-V: imersdo em MBS 1,25%, embalagem em vacuo; A-V:
imersao em solucéo de acerola, embalagem em vacuo.
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4.2 ANALISES MICROBIOLOGICAS

4.2.1 Mesofilas e psicrotroficas

Para as andlises microbioldgicas foram seguidos os protocolos do manual de “Métodos
analiticos oficiais para analises microbioldgicas para o controle de produtos de origem animal
e agua”, elaborado pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (BRASIL,
2003). Primeiramente, foram realizadas trés diluicbes decimais — que serviram tanto para a
contagem de mesdfilas quanto de psicrotroficas e de S. aureus. Para isso, de cada amostra
foram pesados 25 g de musculo de camardo (descabecado e descascado) e adicionados a 225
mL de agua peptonada tamponada, em seguida essa mistura foi homogeneizada em stomacher
durante 60 segundos. A partir dessa primeira dilui¢io chamada “diluicio 10™ ou D1”, foi
retirado 1 mL para ser posto em tubo de ensaio contendo 9 mL de &gua peptonada tamponada,
sendo essa a “dilui¢do 102 ou D2”. Desta segunda diluicdo, mais 1 mL foi retirado e colocado
em outro tubo de ensaio também contendo 9 mL de &gua peptonada tamponada, esta era
“dilui¢do 10 ou D3” (BRASIL, 2003) (Figura 7).

Para realizar a contagem de bactérias mesofilas das amostras cultivou-se 1 mL de cada
uma das suas trés diluicbes em placas de Petri contendo PCA fundido. Depois da
homogeneizacdo esperava-se 0 agar endurecer, para em seguida, incubar as placas, invertidas,
em estufa bacteriologica a 36 £ 1°C durante 48 horas. As bactérias psicrotréficas também
eram cultivadas em placas de Petri contendo PCA, no entanto, estas eram incubadas,
invertidas, em refrigerador a 7 £ 3°C durante 7 dias.

Apobs o devido periodo (48 horas para mesdéfilas e 7 dias para psicrotroficas) eram
contadas todas as UFC (Unidade Formadora de Coldnias), nas placas que continham entre 25
e 250 coldnias (BRASIL, 2003).
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Figura 7: A) 25 g da amostra triturada; B) D1 — erlenmeyer contendo 225 mL de &gua
peptonada aonde foram adicionados os 25 g da amostra, tendo a mistura sido homogeneizada
em stomacher; C) D2 — tubo de ensaio contendo 9 mL de &gua peptonada e 1 mL da D1; D)
D3 — tubo de ensaio contendo 9 mL de agua peptonada e 1 mL da D2. Fonte: Arquivo
pessoal.

4.2.2 Staphylococcus aureus

No caso do teste para S. aureus, as diluicbes eram realizadas como descritas
anteriormente para mesoéfilas e psicrotréficas. Porém, o método de cultura em placa era
diferente. As placas de Petri contendo agar Baird-Parker (B-P) enriquecido com emulsdo de
gema de ovo eram preparadas com antecedéncia e mantidas em ambiente estéril para que o
agar endurecesse. No momento da realizacdo da andlise, 0,1 mL de cada diluicdo era
espalhado na superficie da o adgar endurecido, com o auxilio da alca de Drigalski, para que as
colonias crescessem sobre o meio de cultura, facilitando seu isolamento (Figura 8) (BRASIL,
2003).

As placas eram incubadas, invertidas, em estufa bacteriol6gica, durante 48 horas a 36
+ 1°C. Depois disso era realizada a contagem das col6nias nas placas que contenham entre 20
e 200 UFC. A partir das placas contadas, eram selecionadas col6nias tipicas (negras com halo
claro) e atipicas (acinzentadas sem halo), que por sua vez, eram semeadas, separadamente, em
tubos de ensaio contendo 3 mL de caldo BHI (Brain Heart Infusion), para serem incubadas
novamente em estufa bacteriol6gica durante 24 horas a 36 + 1°C (BRASIL, 2003).

Finalmente, 0,3 mL de cada tubo contendo caldo BHI eram transferidos para tubos
contendo 0,3 mL de plasma de coelho, que eram incubados a 36 + 1°C por 6 horas para
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verificar se havia presenca de estafilococos coagulase positiva, de acordo com a reacdo de
coagulacao que ocorria dentro do tubo (Tabela 7) (BRASIL, 2003).

Figura 8: A) Alca de Drigalski sendo utilizada para semear S. aureus em B-P; B1) Tubos de
ensaio contendo 3 mL de caldo BHI; B2) Tubos de ensaio contendo 0,3 mL de plasma de
coelho. Fonte: Arquivo pessoal.

Tabela 7: Critérios para verificagdo de coagulo

Classificacdo Descricao
Reacdo negativa N&o formacéo de coagulo
Reacédo 1+ Coéagulo pequeno e desorganizado
Reacéo 2+ Coéagulo pequeno e organizado
Reacdo 3+ Coagulo grande e organizado
Reacdo 4+ Coagulacéo de todo o contetdo do tubo, que ndo se desprendera

quando o tubo for invertido

Adaptado de Brasil (2003).

4.2.3 Salmonella spp.

A presenca de Salmonella spp. foi avaliada atraveés de uma série de quatro passos
estabelecidos pela Instrucdo Normativa n°62 (BRASIL, 2003). O primeiro é o pré-
enriquecimento, que consistia em adicionar 25 g de amostra a 225 mL de agua peptonada,
homogeneizar essa mistura em stomacher por 60 segundos e incuba-la em estufa

bacterioldgica durante 20 horas a 36 + 1°C.
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O segundo passo chama-se enriquecimento seletivo, onde 0,1; 1,0 e 1,0 mL da amostra
pré-enriquecida eram adicionados a tubos de ensaio contendo 10 mL dos caldos Rappaport-
Vassiliadis, Selenito-Cistina e Tetrationato, respectivamente. Esses tubos eram incubados em
banho-maria a 41 + 0,5°C durante 24 horas.

O terceiro passo € o isolamento, nessa etapa eram repicadas coldnias a partir de cada
um dos caldos de enriquecimento seletivo e as mesmas eram semeadas fazendo estrias em
placas de Petri com agar EMB (Eosine Methylene Blue) e em placas com agar SS (Salmonella
Shigella), posteriormente elas eram incubadas, invertidas, em estufa bacterioldgica a 36 + 1°C
por 24 horas.

O ultimo passo é a identificacdo bioquimica, que era primeiramente realizado isolando
as culturas tipicas de Salmonella spp. dos meios EMB e SS, e inoculando-as em outros dois
meios: o agar TSI (Triple Sugar Iron) e o agar LIA (Lysine Iron Agar). Os tubos de ensaio
com esses meios eram incubados em estufa bacterioldgica a 36 £ 1°C por 24 horas, em
seguida as mudancas ocorridas na coloracdo dos meios eram observadas individualmente,
aqueles que apresentarem alteracdes consistentes com a presenca de Salmonella spp. (TSI
com fundo amarelado e bisel avermelhado; LIA inalterado) eram considerados positivos e
repicados para tubos de ensaio contendo o agar ureia, e mais uma vez incubados a 36 + 1°C
durante 24 horas. Finalmente, se a coloracdo amarela do &gar ureia permanecesse inalterada,
significava que as coldnias eram urease negativa, ou seja, eram coldnias de bactérias
Salmonella spp., caso contrario, elas adquiriam coloracdo rosada, sendo consideradas urease

positivas, portanto negativas para Salmonella spp.

4.3 ANALISES FISICO-QUIMICAS

4.3.1 Nitrogénio das bases volateis totais (N-BVT) e trimetilamina (TMA)

Para determinacdo do N-BVT e da TMA foi utilizado o protocolo do LANARA
(BRASIL, 1981), com algumas alteragdes.

Inicialmente, 50 g de musculo de cada amostra foram pesados em balanca analitica e,
apos serem adicionados 150 mL de acido tricloroacético 10%, eram triturados dentro de

beckers com auxilio de pistilos. Uma vez corretamente homogeneizada, a mistura era filtrada
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(papel filtro quantitativo 110 mm) em balGes volumétricos de base chata para a obtencéo de
extrato limpido. Desse extrato eram retirados 5 mL e transferidos para tubo digestor, que por
sua vez era acoplado ao aparelho destilador de nitrogénio Tecnal® Modelo TE-0363, e pouco
antes de iniciar a destilacdo recebia 5 mL de hidréxido de sédio (NaOH) 2 M. A destilacéo
era entdo promovida e o destilado era coletado em erlenmeyer contendo 5 mL de &cido
cloridrico 0,01N e trés gotas do indicador &cido rosdlico, até que se chegasse ao volume de 50
mL de uma solucéo limpida, totalmente transparente (Figura 9).

Depois das etapas acima citadas, o destilado transparente era submetido a titulacdo do
excesso de &cido com NaOH 0,01N até que uma coloragdo rosea pélida fosse alcancada. Essa
primeira titulacdo refere-se ao valor de N-BVT, para calcular a TMA eram adicionados 5 mL
de formaldeido 16%, de forma que a solucdo voltasse a ficar transparente e uma segunda

titulacdo com NaOH 0,01N era realizada até que o liquido ficasse novamente rosado.

Figura 9: A) Amostras trituradas e homogeneizadas com &cido tricloroacético 10% passando
pela filtracdo; B) Destilador de nitrogénio utilizado durante o experimento; C) Titulacdo com
NaOH 0,01N até coloragdo final rosa palido.

O valor do N-BVT, calculado em mgN.100g™ de amostra, foi obtido com a seguinte
formula:

14 (150 + A) * V * fx N = 100

N — BVT =
Va x P

Onde,

A — contelido de 4gua na amostra, expresso em mg.100g™;
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V — volume de &cido consumido na 1° titulacdo, indicado pelo volume inicial do &cido e o
volume da base consumido na titulagéo;

f — fator de correcédo da solucéo de acido cloridrico 0,01N;

N — normalidade do &cido cloridrico;

Va — volume da aliquota;

P — peso da amostra.

O valor da TMA, também calculado em mgN.100g™ da amostra é encontrado através
da mesma foérmula, porém, neste caso, o “V” ird representar o volume de acido consumido na
22 titulagéo.

O contetdo de agua preconizado para pescado, incluindo o camarao, é de 80%, ou

seja, em uma amostra de 50 g, preconiza-se que haja 40 g de agua.

4.3.2 pH

Neste experimento, o pH foi aferido por processo eletrométrico com o pH-metro
digital Hayonik® Modelo FTP905, para isso, 10 g de musculo da amostra foram
homogeneizadas com 40 mL de agua destilada, em temperatura ambiente, e o pH foi
determinado pelo o aparelho previamente calibrado. De acordo com Bailey, Fieger e Novak
(1956) camarbes com pH até 7,70 ainda sdo frescos; entre 7,70 e 7,95 tém ma qualidade,

porém sao aceitaveis; e acima de 7,95 ja sdo considerados inaceitaveis para consumo humano.

4.4 ANALISE SENSORIAL (METODO DO INDICE DE QUALIDADE — MIQ)

O Método de indice de Qualidade (MIQ) foi utilizado para mensurar a vida de
prateleira do camardo. O esquema desenvolvido para este experimento foi baseados nos MIQs
desenvolvidos por (OLIVEIRA et al., 2009; OTWELL; MARSHALL, 1986).

Foi utilizado um painel de 5 avaliadores previamente treinados. Os parametros de
qualidade observados nas amostras foram: aroma; presenca de melanose; textura; aderéncia da

cabeca; aderéncia da carapaca; e aparéncia geral (Tabela 8).



51

Tabela 8: Esquema do MIQ desenvolvido para esta pesquisa

Parametro -
. Descricao Escore
de qualidade
Fresco, suave de algas marinhas
Fraco, lembrando o mar (maresia)
Aroma

Amoniacal fraco
Amoniacal forte, putrido

Ausente
Pouca, pequenos pontos pretos isolados, presentes em até
50% dos camardes da amostra
Moderada, pequenos pontos pretos isolados, presentes em 4
mais de 50% dos camardes da amostra

Melanose Moderada, manchas pretas presentes em até 50% dos 6
camardes da amostra
Muita, manchas pretas presentes em mais de 50% dos 8
camardes da amostra
Muita, manchas pretas presentes em 100% dos camarfes da 10

N OO~ DNO

amostra

Textura Normal . 0
Amolecida 2
Aderéncia da Forte[n ef‘te agje_rida 0
carapaca Adergnc!a média 2
Aderéncia fraca 4
Aderénciada Fortemente aderida 0
cabecaao  Aderéncia media 2
corpo Aderéncia fraca 4
Excelente 0
Otima 2
Aparéncia  Boa 4
geral Ruim 6
Péssima 8
Inaceitavel 10

indice de Qualidade (1Q) 0-36

Adaptado de Oliveira et al. (2009) e Otwell e Marshall (1986).

As analises sensoriais ocorriam ap0Os ser realizada a amostragem para 0s testes
microbioldgicos. Geralmente, aconteciam no mesmo horario nas datas predeterminadas, em
ambiente adequado no interior do laboratério, e aos panelistas ndo era permitido discutir as
amostras entre si.

O indice de Qualidade (1Q) representa a soma de todos os pontos de demérito de
determinada amostra, varia entre 0 e 36. O Indice de Melanose (IM) é o escore recebido pela

amostra nessa categoria, e pode variar entre 0 e 10 pontos deméritos.



52

4.5 ANALISE ESTATISTICA

A distribuicéo dos dados foi testada com o teste de normalidade de Shapiro-Wilk antes
de eles serem submetidos a One-way ANOVA. Posteriormente, o teste de Tukey foi utilizado
para comparar as médias e determinar diferencgas significativas com a=0,05. Os dados foram
tabulados em MS Excel, os testes estatisticos realizados no programa STATISTICA

(StatSoft), e os graficos foram feitos no software SigmaPlot.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 INFLUENCIA DO TRATAMENTO ANTIMELANOSICO COM ACEROLA SOBRE A
QUALIDADE DO CAMARAO BRANCO (L. vannamei)

5.1.1 Analises microbioldgicas

A influéncia do tratamento antimelandsico sobre a qualidade e a vida de prateleira do
camardo branco (L. vannamei) foi avaliada comparando o0s resultados das andlises
microbioldgicas, fisico-quimicas e sensoriais dos grupos A-Ar, M-Ar e C-Ar.

A anéalise microbioldgica revelou que no 6° dia de armazenamento o grupo C-Ar
excedeu o limite de contagem total de mesofilas, que de acordo com a legislacdo brasileira é
de 5,4 log.UFC.g™" (BRASIL, 2003). Apesar de este valor ter diminuido nos dias 9 e 12, ele
voltou a ultrapassar o limite no dia 15 e permaneceu acima dele ap6ds isso (Figura 10A).
Semelhantemente, amostras de camardo rosa (Parapenaeus longirostris) sem tratamentos
antimelanosicos e descongeladas em baixa temperatura (2°C), apds passarem trés meses
armazenadas a -18°C, apresentaram contagem superior a 5,4 log.UFC.g™ no 11° dia de
experimento (LOPEZ-CABALLERO et al., 2007).

Amostras dos grupos A-Ar e M-Ar excederam 5,4 log.UFC.g™* apenas nos dias 15 e
18, respectivamente. Somente nos dias 0 e 3 houve diferenca significativa (p<0,05) entre o0s
grupos C-Ar e M-Ar e o grupo A-Ar (Figura 10A). Da mesma forma, Aubourg et al. (2007),
que realizaram pesquisas com lagosta da Noruega (Nephrops norvegicus) também néo
encontraram diferenca na contagem total de mesofilas entre os grupos controle e o grupo que
havia sido imerso em solucdo antimelandésica contendo 0,5% de metabissulfito de sodio na
temperatura ambiente (15°C) durante 30 minutos, ambos obtiveram contagens ligeiramente
superiores a 4 log.UFC.g™ depois de 9 dias de experimento. Resultados similares também
foram encontrados por Nirmal e Benjakul (2009b), durante pesquisa que usava acido feldrico
como alternativa organica aos sulfitos na inibicdo da melanose eles encontraram, no 10° dia
de armazenamento, contagens de 4,5 e 4,2 log.UFC.g™* em amostras de camar&o branco (L.
vannamei) inteiro, tratadas com solucdo de 1 ou 2% de &cido felurico, respectivamente,

durante 15 minutos a 4°C.
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Outros pesquisadores, entretanto, ndo obtiveram resultados semelhantes aos
encontrados nesse estudo, tendo em vista que suas contagens eram mais elevadas e ou
alcancavam esses valores mais cedo. Por exemplo, Martinez-Alvarez, Gomez-Guillén e
Montero (2008) realizando pesquisas em lagostas da Noruega (N. norvegicus) observaram que
amostras tratadas com 6% (v/v) de produto comercial a base de sulfitos, mas também
contendo ascorbato de sodio, &cido citrico e EDTA obtiveram contagens de 5,27+0,01
log.UFC.g™ a partir do 7° dia de armazenamento a 4°C. Lu (2009), enquanto trabalhou com
camarao chinés (Fenneropenaeus chinensis), observou que as contagens de aerdbios totais em
amostras, tanto de camardo inteiro quanto sem cabeca, embaladas em ar atmosférico e sem
tratamento antimelandsico ultrapassavam 5,5 log.UFC.g" j& a partir do 5° dia de
armazenamento a 2+1°C. Mastromatteo et al. (2010) utilizou 6leo essencial de timol como
alternativa aos tratamentos antimelandsicos tradicionais a base de sulfitos, porém ja no 7° dia
de experimento, amostras de camardo (Palaemon serratus) descascado mergulhado em
solugbes aquosas com diferentes concentracbes de timol (500, 1000 e 1500 ppm)
apresentaram contagens superiores a 7 log.UFC.g™.

O crescimento de bactérias psicrotroficas ndo foi observado em nenhuma das amostras
no dia 0, demonstrando que ndo havia contaminag&o inicial. No entanto, no terceiro dia de
armazenamento as contagens aumentaram significativamente (p<0,05), possivelmente devido
a fase exponencial (log) do crescimento bacteriano (BOZIARIS; KORDILA; NEOFITOU,
2011). Os grupos C-Ar e A-Ar ultrapassaram o limite de 5,4 log.UFC.g™ no 12° dia, enquanto
0 grupo M-Ar excedeu este valor a partir do 15° dia. Independentemente, ndo houve diferenca
(p<0,05) entre a contagem total de psicrotréficas em nenhum dos tratamentos durante o
periodo de andlises (Figura 10B). Pesquisadores tailandeses fizeram uso de extrato de cha
verde como alternativa para inibir a melanose em camardo branco (L. vannamei) em duas
ocasides: durante armazenamento em gelo (NIRMAL; BENJAKUL, 2011b), onde todas as
amostras mostraram contagens superiores a 5 log.UFC.g™ no 12° dia de experimento; e
durante armazenamento refrigerado a 4°C associado a EAM (NIRMAL; BENJAKUL,
2011c), onde a partir do 10° dia amostras do grupo controle e do grupo com extrato de cha
verde e EAM obtiveram contagens acima de 5,97 e 3,98 log.UFC.g™, respectivamente. Esse
mesmo grupo de pesquisa também trabalhou com catequina extraida de chas em camardes
brancos (L. vannamei), e observou no 10° dia de armazenamento contagens totais de bactérias

psicrotréficas com valores entre 5,17 e 4,61 log.UFC.g" em meio aos grupos controle e
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aqueles tratados com imersdo em metabissulfito de sodio a 1,25% por 1 minuto, ou imerséo
em solugdes de catequina a 0,05 e 0,1% por 15 minutos (NIRMAL; BENJAKUL, 2009a).
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Figura 10: Resultados das contagens totais de bactérias mesofilas (A) e psicrotroficas (B)
realizadas em amostras de camardo branco (L. vannamei), embaladas em ar atmosfeérico,
submetidas a diferentes tratamentos antimelanosicos, e armazenadas durante 21 dias a
5+1°C. Barras representam o desvio padrédo (n=2).
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A contagem de estafilococos coagulase positivo e a pesquisa por Salmonella spp.
foram negativas em todas as amostras durante todos os dias do experimento. Esses
microrganismos estdo relacionados a falta de higiene dos estabelecimentos e dos
manipuladores (JAY; LOESSNER; GOLDEN, 2005). No presente experimento, 0s camardes
recém-despescados foram lavados antes da embalagem e permaneceram em refrigerador
(5+1°C), com o minimo de manipulacéo, durante os proximos 21 dias, o que pode explicar a

auséncia dessas bactérias nas amostras analisadas.

5.1.2 Andlises fisico-quimicas

Houve um pico nos niveis de N-BVT no 3° dia de armazenamento, quando todos os
grupos ultrapassaram o limite méximo aceitavel de 30 mgN.100g™ (HOWGATE, 2010a).
Este pico coincide com o crescimento acentuado observado na andlise de bactérias
psicrotroficas (fase log) entre os dias zero e trés, como demonstrado na figura 10B. Nirmal e
Benjakul (2010a) também correlacionam os niveis de N-BVT a microrganismos,
especialmente bactérias deteriorantes, entretanto, Martinez-Alvarez et al., (2009), afirmam
que esses valores sdo mais facilmente relacionados a producdo de amodnia por enzimas
tissulares, do que por acdo bacteriana. Independentemente, os valores observados no 3° dia
diminuiram nos dias que se seguiram. Somente o grupo M-Ar excedeu o limite novamente, ja
no 21° dia de armazenamento, além disso, esse grupo também apresentou as maiores médias
durante o experimento (Figura 11). Martinez-Alvarez et al. (2009) utilizaram um método de
afericdo das bases volateis, semelhante ao usado no presente estudo, para mensurar as N-BVT
em amostras de camardo rosa (P. longirostris) submetidas a diferentes métodos de coccéo e
tratamentos antimelandsicos. Seus resultados ultrapassaram o limite aceitavel apenas no 23°
dia de estudo, com as médias mais elevadas sendo aquelas dos grupos tratados com férmulas
baseadas em sulfitos. Da mesma forma, lagostas da Noruega (N. norvegicus) armazenadas em
gelo moido e também analisadas através do método de destilacdo a vapor, apresentaram
aumento significativo na formacdo de N-BVT quando tratadas com metabissulfito
(AUBOURG et al., 2007). Camardes chineses (F. chinensis) submetidos ao mesmo meétodo
analitico de mensuracdo de N-BVT que os relatados anteriormente, e tratados com agua

ozonizada e compostos bactericidas, demoraram 13 e 17 dias, respectivamente, para
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ultrapassar o limite de 30 mgN.100g™ (LU, 2009). Lépez-Caballero, Gongalves e Nunes
(2002), e Bono et al. (2012) também trabalharam com o camardo rosa (P. longirostris): 0s
primeiros embalaram as amostras em diferentes atmosferas e as submeteram ao método de
microdifusdo de Conway modificado para determinar os valores de N-BVT, todas elas ja
haviam ultrapassado o limite no 7° dia; os Gltimos, trataram e embalaram os camardes a
bordo, e posteriormente, os armazenaram a -18°C por doze meses, no entanto, os resultados
demonstram que todas as amostras, trés dias apds a captura obtiveram valores de N-BVT
superiores a 30 mgN.lOOg'l.

No que diz respeito a TMA, o grupo C-Ar obteve as maiores médias durante o
experimento, e 3 mgN.100g™ foi o valor maximo observado entre as amostras (Figura 11).
Tais resultados sdo similares aos encontrados em lagostas da Noruega (N. norvegicus)
armazenadas em gelo liquido (slurry ice) com ou sem metabissulfito de sédio (AUBOURG et
al., 2007); e em camardes rosa (P. longirostris) descongelados submetidos a solugdes a base
de 4-hidroxilresorcinol ou de sulfitos (LOPEZ-CABALLERO et al., 2007). Mejlholm,
Boknas e Dalgaard (2005) ndo observaram produgdo de TMA em nenhuma das amostras de
camardo (Pandalus borealis) submetidos a EAM mesmo depois de serem considerados
sensorialmente estragados. Nirmal e Benjakul (2009b) também ndo detectaram TMA em
amostras de camardo branco (L. vannamei) tratados com &cido fellrico. Entretanto, camarGes
rosa (P. longirostris) embalados em EAM ultrapassaram 10 mgN.100g™ antes do 7° dia de
armazenamento (LOPEZ-CABALLERO; GONCALVES; NUNES, 2002).

A analise de pH demonstrou que todos 0s grupos comegaram 0 experimento com
mensuracOes entre 6,1 e 6,3. No terceiro dia houve aumento significativo (p<0,05) e os
valores se elevaram para 7,5 e 7,6, a partir deste momento em diante o pH se estabilizou e
mostrou valores entre 7,6 e 8,1 até o fim do experimento (Tabela 9). Isso acontece devido a
formacdo de compostos basicos como aménia e TMA, por atividade bacteriana ou de enzimas
enddgenas, facilitado pelo fato que crustaceos tem, naturalmente, altos indices de nitrogénio
nado-proteico (HUSS, 1995; LOPEZ-CABALLERO et al., 2007). A maioria das amostras,
apos o 6° dia ja seriam consideradas de ma qualidade por Bailey, Fieger e Novak (1956).
Resultados semelhantes foram observados em camardo rosa (P. longirostris) embalado em
diferentes atmosferas (GONCALVES; LOPEZ-CABALLERO; NUNES, 2003); em lagostas
da Noruega (N. norvegicus) armazenadas em gelo moido ou liquido (slurry ice) e tratadas

com metabissulfito de sédio (AUBOURG et al., 2007); em camardo (P. serratus) descascado
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tratado com 0leo essencial de timol (MASTROMATTEDO et al., 2010); e, especialmente, em
camardo branco (L. vannamei) tratado com catequina (NIRMAL; BENJAKUL, 2009a).
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Figura 11: Resultados das anélises de N-BVT e TMA realizadas em amostras de camardo
branco (L. vannamei), embaladas em ar atmosférico, submetidas a diferentes tratamentos
antimelanosicos, e armazenadas durante 21 dias a 5+1°C. Barras representam o desvio padrdo
(n=3).

Tabela 9: Resultados das analises de pH em amostras de camardo branco (L. vannamei)
embaladas em ar, submetidos a diferentes tratamentos antimelandsicos, e armazenadas

durante 21 dias a 5£1°C
Periodo de armazenamento (dias) .
PH 0 3 6 9 12 15 18 21 Mediatdp

C-Ar 6,19 7,67 7,88 7,80 7,74 7,87 8,01 7,62  7,59+0,54
M-Ar 6,13 7,59 7,94 7,65 7,75 7,97 8,20 7,74 7,62+0,59
A-Ar 6,32 7,54 8,15 7,71 7,70 7,83 7,97 7,72  7,61+0,52
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5.1.3 Anélise sensorial

Como era antecipado, a melanose apresentou escores crescentes ao longo do periodo
de armazenamento em todos os grupos, com os indices de melanose (IM) médios mais
elevadas sendo encontrados no grupo C-Ar (Figura 12A). Tais resultados também foram
observados com camardes brancos (L. vannamei) tratados com extratos de cha (NIRMAL;
BENJAKUL, 2011b, c); camardes rosa (P. longirostris) descongelados e tratados com agentes
antimelanésicos ndo organicos (LOPEZ-CABALLERO et al., 2007); e lagostas da Noruega
(N. norvegicus) tratadas com sulfitos em p6 (MARTINEZ-ALVAREZ; GOMEZ-GUILLEN;
MONTERO, 2008). Apesar de poucas amostras ja terem apresentado melanose no dia zero,
provavelmente devido ao manuseio incorreto durante a despesca, e considerando que oS
pontos escuros eram poucos e pequenos, de fato a melanose comecou a se formar no grupo C-
Ar no terceiro dia, para o grupo A-Ar os IM comecaram a aumentar notavelmente a partir do
sexto dia, e para o grupo M-Ar a partir do 9° dia. Nirmal e Benjakul (2009a) observaram que
0s escores da melanose elevaram-se significativamente a partir do 4° dia em diante em
amostras de camardo branco (L. vannamei) e aquelas tratadas com metabissulfito de sodio,
juntamente com as amostras controle apresentaram as medias mais elevadas. Goncalves,
Lépez-Caballero e Nunes (2003) relataram que apds somente 4 dias de armazenamento em
gelo, amostras de camardo rosa (P. longirostris) pertencentes ao grupo controle ja
apresentavam sinais de melanose no cefalotorax.

Os outros atributos analisados também apresentaram escores crescentes com o tempo.
Estes foram somados, inclusive com o escore de melanose, para que fosse obtido o Indice de
Qualidade ou 1Q, uma ferramenta utilizada para mensurar a vida de prateleira dos grupos
amostrais. O grupo C-Ar apresentou 1Q significativamente maior que dos outros grupos
apenas no dia 0 (p<0,05). Apesar das médias do IQ terem sido menores no grupo A-Ar
durante todo o periodo de armazenamento, ndo houve diferenca entre esse grupo e o C-Ar
(p<0,05); e somente nos dias 3, 18 e 21 o grupo M-Ar obteve escores significativamente
menores que os outros dois grupos (p<0,05) (Figura 12B).
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Figura 12: Escores do IM (A) e do 1Q (B) de amostras de camardo branco (L. vannamei),
embaladas em ar atmosférico, submetidas a diferentes agentes antimelandsicos, e
armazenadas durante 21 dias a 5+1°C. Barras representam o desvio padrdo (n=5).
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Regressdes lineares foram realizadas para predizer a vida de prateleira de cada grupo
de amostras. Considerando que o indice maximo para que o camardo ainda seja considerado
sensorialmente aceitavel € 65% do 1Q maximo (36 pontos), entdo pode-se inferir que escores
acima de 23,4 pontos ndo sdo mais considerados aceitaveis (Figura 13).

Utilizado os modelos de regressdo linear e 0 IQ maximo aceitavel as vidas de
prateleiras dos grupos C-Ar, M-Ar e A-Ar (Tabela 10) armazenados a 5+1°C foram
calculadas como sendo, respectivamente, 10,7; 14,6 e 12,3 dias. Oliveira et al. (2009)
considerou o 1Q méaximo aceitavel em camardes brancos (L. vannamei) inteiros armazenados
em gelo, como sendo 60% do total, e suas amostras alcangaram esse escore no 12° dia de
experimento. Camardo (P. borealis) cozido e descascado submetido a congelamento
(MEJLHOLM; BOKNAS; DALGAARD, 2005), e camardo branco (L. vannamei) embalado
em atmosfera modificada obtiveram vida de prateleira de 15 e 10 dias (NIRMAL;
BENJAKUL, 2011c), respectivamente. Por outro lado, lagostas da Noruega (N. norvegicus)
armazenadas em gelo moido, mesmo tratadas com metabissulfito de sdédio, s6 foram
aceitaveis sensorialmente até o 5° dia de analises (AUBOURG et al., 2007), e camardes rosa
(P. longirostris) mantidos em gelo se tornaram inaceitaveis depois de 7 dias (GONCALVES;
LOPEZ-CABALLERO; NUNES, 2003).

Tabela 10: Resultados da regressdo linear e vida de prateleira dos grupos C-Ar, M-Ar e A-Ar
obtidos ap6s 21 dias de armazenamento a 5+1°C

2

Modelo de regressao linear r Vida de prateleira (dias)
C-Ar y =10,667 + 1,189 x 0,87948 10,7
M-Ar y =33 +1,3667 x 0,8497 14,6
A-Ar y=7,7+1,2857 x 0,9456 12,3

y = 1Q méximo aceitavel (65% do total, i.e., 23,4); x = dias refrigerado; r* = coeficiente de determinac&o.
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Figura 13: Fotografias de camar@es brancos (L. vannamei), embalados em ar atmosférico, submetidos a
diferentes agentes antimelandsicos, e armazenados durante 21 dias a 5+1°C.
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5. 2 INFLUENCIA DO METODO DE EMBALAGEM SOBRE A QUALIDADE DO
CAMARAO BRANCO (L. vannamei)

5.2.1 Analises microbioldgicas

Para avaliar qual método de embalagem é o mais eficiente em preservar a qualidade do
camarao branco (L. vannamei) foram comparados os grupos C-Ar, C-ATM1, C-ATM2 e C-V,
que ndo foram submetidos a nenhum tratamento antimelandsico, apenas embalados em ar,
7N2:3C0,:30,, 3N,:7C0O,:10, e vacuo, respectivamente.

A anélise de bactérias mesdfilas mostrou que os grupos C-ATM1 e C-V apresentaram
contagens estaveis e superiores a 5,4 log.UFC.g" a partir do 12° dia, sendo que as médias
desses grupos durante os 21 dias de armazenamento foram 4,69+1,02 log.UFC.g™ e 4,95+0,85
log.UFC.g™, respectivamente. Os grupos C-ATM2 e C-Ar ultrapassaram este limiar do dia
15° em diante. Ndo houve diferenca significativa (p<0,05) entre as médias das contagens
realizadas ao longo do experimento, porém, considerando que a média das contagens do
grupo C-Ar (4,76 log.UFC.g™) foi superior a do grupo C-ATM2 (4,23 log.UFC.g™), apesar
dos dois terem chegado ao valor maximo no mesmo dia, € possivel inferir que este ultimo foi
o0 que ficou por mais tempo dentro dos padrBes aceitaveis para bactérias mesoéfilas (Figura
14A). Esse resultado ja era esperado, pois 0 C-ATM2 possuia a maior concentracao de CO,
(70%), gas com atividade bacteriostatica comprovada (OTWELL; KRISTINSSON;
BALABAN, 2006). Também em camardes rosa (P. longirostris) embalados com
3N7:4C0,:30, ou 5N;:4,5C0,:0,50, a contagem total de bactérias era menor nas amostras
tratadas com EAM que no grupo controle, porém ap6s o 9° dia de armazenamento todos 0s
grupos haviam ultrapassado o limiar de 5 log.UFC.g* (LOPEZ-CABALLERO;
GONCALVES; NUNES, 2002). Também ap6s o 9° dia, amostras de camardo chinés (F.
chinensis) banhados em compostos bactericidas por 10 minutos e mantidos em embalagens
com 3N,:4C0,:30, ou 100% CO, apresentaram contagens superiores a 5,5 log.UFC.g™ (LU,
2009). Entretanto, o fato do grupo C-V ter apresentado a maior média ndo era esperado, ja que
autores relatam que o uso desse tipo de embalagem estende a vida de prateleira dos produtos e
dificulta o crescimento de bactérias aerobias (MASNIYOM, 2011), entdo, provavelmente, as

contagens elevadas ocorreram devido a caracteristicas anaerobicas nos microrganismos
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presentes nas amostras, a sua carga bacteriana inicial ou a problemas com o vacuo das
embalagens (Figura 14A).

Quanto as bactérias psicrotroficas, ndo houve crescimento no dia 0, tal fato
provavelmente se deu devido ao periodo de adaptacdo (fase lag) pelo qual esses
microrganismos passaram quando foram expostos a baixas temperaturas, entretanto, a partir
do terceiro dia houve crescimento significativo (p<0,05)(Figura 14B). Em seu experimento
com lagostas da Noruega (N. norvegicus), Boziaris, Kordila e Neofitou (2011) observou fase
lag de 24 horas nas amostras mantidas a 5°C. No presente estudo, a partir do 3° dia houve
aumento significativo (p<0,05) na contagem total de psicrotréficas. No 9° dia de
armazenamento o grupo C-V ja possufa contagens superiores a 5,4 log.UFC.g™; a partir do
12° dia, 0 mesmo aconteceu com 0s grupos C-Ar e C-AML1, enquanto que com o grupo C-
AM2 isso ocorreu apenas no 15°.

Trabalhando com a mesma espécie que a usada nesse experimento, Nirmal e Benjakul
(2011c) também observaram que amostras armazenadas em EAM (4,5N,:5C0,:0,50;)
apresentavam menores contagens de bactérias psicrotréficas que as amostras controle, tanto
que apenas o grupo controle ultrapassou o valor de 5 log.UFC.g™ durante o periodo de
andlise, e eles atribuiram os resultados as concentracdes de CO, nas embalagens. Outros
pesquisadores encontraram contagens de psicrotréficas menores que 4 log.UFC.g™ durante os
12 dias de experimento, também em amostras de L. vannamei, inteiros e descabegados
submetidos a tratamento antimelandsico (4-HR e pirofosfato), a EAM com 1N,:8C0,:10, ou
2N,:8C0O, e armazenados a 4°C (THEPNUAN; BENJAKUL; VISESSANGUAN, 2008),
provavelmente essas contagens foram menores que as do presente estudo devido a maior
quantidade de CO, nas embalagens. Assim como ocorreu com a contagem de bactérias
mesofilas, ndo houve diferenca (p<0,05) entre as médias das contagens de psicrotréficas ao
longo dos 21 dias do experimento, e da mesma forma, elas também apresentaram crescimento
retardado no grupo C-AM2 (menor média — 3,79+1,90 log.UFC.g™"), onde h& maior
concentracdo de CO, (70%) dentro das embalagens, e maior crescimento no grupo C-V
(maior média — 4,23+1,83 log.UFC.g™?), possivelmente pelos mesmos motivos citados

anteriormente (Figura 14B).
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Figura 14: Resultados das contagens totais de bactérias mesofilas (A) e psicrotroficas (B)
realizadas em amostras de camardo branco (L. vannamei), embaladas em diferentes
atmosferas gasosas, sem tratamento antimelandsico, e armazenadas durante 21 dias a

5+1°C. Barras representam o desvio padréo (n=2).
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Foram obtidos resultados negativos em todas as amostras para estafilococos coagulase
positiva e Salmonella spp. durante o experimento. Como ja foram discutidos anteriormente,
no item anterior, tais resultados ocorreram, provavelmente, em decorréncia do frescor das
amostras, do fato de terem sido lavadas antes de serem embaladas, e por terem sofrido pouca

manipulagdo durante seu processamento.

5. 2. 2 Andlises fisico-quimicas

Os valores de N-BVT apresentaram um pico (p<0.05) no terceiro dia de experimento,
onde todos os grupos ultrapassaram 37 mgN.100g™(Figura 15), sendo que o limite méaximo
aceitado para bases volateis totais é de 30 mgN.100g™ (HOWGATE, 2010a) pressupde-se que
isso tenha ocorrido devido ao aumento significativo (p<0,05) de bactérias psicrotréficas no
mesmo periodo, pois posteriormente esses valores diminuiram e mantiveram-se constantes.
Semelhantemente, trés dias depois da captura, amostras de lagosta da Noruega (N.
norvegicus) embaladas a vacuo ou em EAM com 100% N, ou 5N,:5CO, apresentaram
valores de N-BV/T entre 33,5 e 36,5 mgN.100g™ (BONO et al., 2012). Neste estudo, desde o
sexto dia, as grupos C-V e C-Ar ndo mais ultrapassaram o limite estabelecido, apesar de terem
obtido, simultaneamente, a maior e a segunda maior média nas contagens de bactérias
mesofilas e psicrotroficas, o que indica que, neste caso, a formacdo de bases volateis estava
provavelmente mais relacionada a acéo de enzimas endégenas. Quanto aos grupos C-ATML1 e
C-ATM2, eles obtiveram as maiores médias de N-BVT durante os 21 dias do experimento
(27,87+7,61 e 28,92+7,02 mgN.100g™, respectivamente), apesar de terem apresentado as
menores médias no microbioldgico, e dos valores de N-BVT serem, comumente, menores em
atmosferas com concentragdes elevadas de CO, (SIVERTSVIK; JEKSRUD; ROSNES, 2002)
(Figura 15). Os resultados encontrados por Lu (2009) em camardes chineses (F. chinensis),
através do método de destilacdo a vapor (semelhante ao utilizado no presente experimento),
demonstraram que o grupo de amostras descabecadas embaladas em ar ultrapassou o limite de
N-BVT no 13° dia, enquanto as todas as outras amostras so atingiram esse valor no 17° e
ultimo dia do experimento, sendo que o grupo descabecado e submetido a EAM com
3N2:4C0,:30, foi 0 que apresentou a menor média neste dia.



67

A TMA, em momento algum durante o experimento, ultrapassou 3 mgN.100g™,
também ndo houve diferenca significativa (p<0,05) entre os dias das analises. O grupo C-Ar
apresentou a maior média ao final dos 21 dias de armazenamento (2,11+0,46 mgN.100g™) e o
grupo C-ATM1, a menor (1,69+0,55 mgN.100g™), apesar dos valores elevados encontrados

nesse grupo nas anélises de N-BVT, mesdfilas e psicrotroficas (Figura 15).
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—A— N-BVT_C-V

mgN.lOOg’l

—@— TMA C-Ar
—8— TMA_C-ATML
1 —o— TMA_C-ATM2
—o— TMA C-V

o T T T T T T T T
0 3 6 9 12 15 18 21

Periodo de armazenamento (dias)

Figura 15: Resultados das analises de N-BVT e TMA realizadas em amostras de camardo
branco (L. vannamei), embaladas em diferentes atmosferas gasosas, sem tratamento
antimelanosico, e armazenadas durante 21 dias a 5+1°C. Barras representam o desvio padrdo
(n=3).

Mejlholm, Bgknas e Dalgaard (2005) relataram que n@o houve producdo de TMA —
até 0 momento que 0 camardo passou a estar sensorialmente inaceitavel — nas suas amostras
de P. borealis cozidos, descascados, e embalados em atmosfera de 3N,:5C0,:20,, esses
pesquisadores utilizaram o método de microdifusdo de Conway modificado para mensurar N-
BVT e TMA. Os resultados do presente experimento também foram superiores aqueles
obtidos por Thepnuan, Benjakul e Visessanguan (2008) ao analisar L. vannamei submetidos a
concentracdes gasosas de 1N2:8C0,:10, ou 2N,:8CO,, que foram valores entre 0,0 e 1,0
mgN.100g™. Para esses autores teores baixos de TMA podem estar associados aos efeitos
bacteriostaticos do CO, na EAM.

Em todos os grupos analisados o pH era basico, e em média 7,57+0,03, provavelmente

em decorréncia da formacdo de compostos alcalinos, como a aménia e outras bases volateis
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nitrogenadas, advindos da deterioracdo dos tecidos do camardo pela agdo de enzimas
enddgenas ou bacterianas (MASNIYOM, 2011). Depois de um aumento entre os dias zero e
trés, os valores de pH se estabilizaram com maximo de 8,01 e minimo de 7,47.

Em pesquisa realizada com camardes da espécie P. borealis embalados em
3N2:5C0,:20, e armazenados a 5°C a média de pH encontrada foi de 7,8+0,1 (MEJLHOLM,;
BOKNAS; DALGAARD, 2005). Assim como na analise de TMA, o grupo com maior média
de pH durante o experimento foi o C-Ar (7,60+0,54), entretanto ndo houve diferencas
significativas (p<0,05) entre as médias dos grupos (Tabela 11). Amostras de camardes-rosa
(P. longirostris) coletadas na costa sul de Portugal e embaladas em 3N;:4C0O,:30, ou
5N,:4,5C0,:0,50, apresentaram aumento nos valores do pH até o 4° dia de armazenamento e,
depois estabilizaram-se até o fim das analises, com pH variando entre 7,08 e 7,6; no mesmo
estudo, as amostras embaladas em ar atmosférico obtiveram valores de pH um pouco maiores,
entre 7,08 e 7,83 (GONCALVES; LOPEZ-CABALLERO; NUNES, 2003).

Tabela 11: Resultados das anélises de pH em amostras de camardo branco (L. vannamei)
embaladas em diferentes atmosferas gasosas, sem tratamento antimelandsico e armazenados

durante 21 dias a 5+1°C
Periodo de armazenamento (dias) -
pH 0 3 6 9 12 15 13 o1 ‘Mediatdp

C-Ar 619 767 78 780 774 787 801 762 7,59+0,54
C-ATM1 6,14 767 808 762 7,75 7,78 7,82 7,71 7,57+0,56
C-ATM2 604 750 814 765 783 787 791 7,85 @ 7,59+0,61
Cc-v 6,18 761 791 747 777 7,71 766 7,88 7,52+0,52

5.2.3 Andlise sensorial

O IM aumentou ao longo dos dias do experimento. Como a melanogénese € um
processo oxidativo, observou-se o que ja era esperado, a maior média final foi do grupo C-Ar
(5,85+2,17), seguido pelo grupo C-ATM2 (4,75+£1,94), ja que esses S30 0S grupos com maior
teor de oxigénio, sendo que neste Gltimo grupo, o oxigénio esta presente na sua forma simples
(O,), e na combinada (CO,); e a menor média foi do grupo C-V (4,35+1,57), grupo com a
menor quantidade de O, (Figura 16A). Gongalves, Lopez-Caballero e Nunes (2003) também
observaram menores escores de melanose nos grupos de camardo rosa (P. longirostris)
submetidos as atmosferas modificadas (3N;:4C0,:30, ou 5N;:4,5C0,:0,50,), e como



69

esperado, naquela com maiores concentracdes de oxigénio a melanose foi mais aparente. Da
mesma forma, em camardes brancos (L. vannamei), Thepnuan, Benjakul e Visessanguan
(2008) relataram escores de melanose mais baixos na atmosfera 2N,:8CO,, quando
comparada com a atmosfera 8C0,:20,.

A anédlise sensorial revelou aumento no IQ ao longo do periodo de armazenamento
(p<0,05) (Figura 16B). Apesar de nao haver diferenca entre os tratamentos (p<0,05), como ja
era esperado, o grupo C-Ar apresentou a maior média final, com 1Q de 23,15+8,71 depois dos
21 dias, e através da equacao obtida com a regressao linear foi possivel predizer que a vida de
prateleira das amostras desse grupo foi de 10,7 dias (Tabela 12). Os grupos C-ATM1 e C-
ATM2 obtiveram médias praticamente iguais 21,2+6,83 e 21,4+8,13, respectivamente. O que
indica que, sensorialmente, a diferenca entre as concentracdes testadas dos gases CO, e N, é
inexistente. No que diz respeito a vida de prateleira, em relacdo ao sensorial, o grupo C-
ATML ficou viavel até 12,9 dias, e o grupo C-ATM2 até 12,3 dias (Tabela 12). Também
trabalhando com L. vannamei, Nirmal e Benjakul (2011c) encontraram resultados
semelhantes, pois observaram que no 10° dia de armazenamento a 4°C, tanto as amostras
controle quanto as que utilizaram EAM (4,5N,:5C0,:0,50,) obtiveram escores considerados
inaceitaveis. Em estudo realizado com camardo chinés (F. chinensis), Lu (2009) chegou a
concluséo que grupos submetidos a concentragdes de 3N,:4C0O,:30, ou 100% CO, obtiveram
escores de aceitabilidade melhores que os do grupo embalado em ar atmosférico que
ultrapassou o limite maximo no 17° dia de anélise, enquanto que os submetidos a EAM sé
cruzaram esse escore no 21° dia, o que é de se esperar, tendo em vista que as amostras foram
submetidas a tratamento com o0zOnio ou com bactericidas. Neste estudo, o grupo C-V
apresentou a menor média final, 1Q de 20,2+7,51 e, consequentemente, sua vida de prateleira
foi a mais longa, com 13,6 dias (Tabela 12), provavelmente devido a inibi¢do do crescimento
bacteriano ou de reagdes oxidativas indesejadas em decorréncia da embalagem a vacuo. Os
resultados encontrados por Rutherford et al. (2007) em camardo pronto para consumo,
armazenado a 3 e 7°C em embalagem a vacuo demonstram que essas amostras nao foram
consideradas estragadas, mesmo apds os 15 dias de experimento, provavelmente devido ao
processamento (os camardes foram cozidos, descascados, eviscerados e passaram pelo

congelamento rapido) que foram submetidos.
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Figura 16: Escores do IM (A) e do IQ (B) de amostras de camardo branco (L. vannamei),

embaladas em diferentes atmosferas gasosas, sem tratamento antimelandésico, e armazenadas
durante 21 dias a 5£1°C. Barras representam o desvio padrdo (n=5).
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Tabela 12: Resultados da regressao linear e vida de prateleira dos grupos C-Ar, C-ATM1, C-

ATM2 e C-V obtidos ap6s 21 dias de armazenamento a 5+1°C
2

Modelo de regressdo linear r Vida de prateleira (dias)
C-Ar y =10,667 + 1,189x 0,8795 10,7
C-ATM1 y=11,633 +0,911x 0,8403 12,9
C-ATM2 y=95+1,133x 0,9184 12,3
C-v y =9,433 + 1,025x 0,8796 13,6

y = 1Q méximo aceitavel (65% do total, i.e., 23,4); x = dias refrigerado; r* = coeficiente de determinagao.

Os resultados do MIQ corroboram os achados microbioldgicos e fisico-quimicos, onde
a maioria dos grupos amostrais ultrapassou os limites estabelecidos nas legislacdes, em

média, a partir do 12° ou 15° dia de armazenamento (Figura 17).
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C-Ar C-ATM1 C-ATM2 C-V

Figura 17: Fotografias de camardes brancos (L. vannamei), embalados em diferentes atmosferas
gasosas, sem tratamento antimelandsico, e armazenados durante 21 dias a 5+1°C.
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5.3 EFEITO COMBINADO DO TRATAMENTO ANTIMELANOSICO A BASE DE
ACEROLA OU METABISSULFITO DE SODIO ASSOCIADO A DIFERENTES
METODOS DE EMBALAGEM SOBRE A QUALIDADE DO CAMARAO BRANCO (L.

vannamei)
5.3.1 Analises microbioldgicas

O efeito do tratamento com imersdo em solucdo de acerola ou de MBS associados a
EAM foi avaliado observando os resultados dos grupos A-Ar; M-Ar; A-ATM1 e M-ATM1,
ambos com 7N2:3C0,:10,; A-ATM2 e M-ATM2, ambos com 3N,:7C0,:10;; A-V e M-V.

A contagem total de mesofilas mostrou que os grupos A-V e M-V ultrapassaram o
limite de 5,4 log.UFC.g™" nos dias 12 e 15, respectivamente. Isto também aconteceu no 15°
dia para os grupos A-Ar e A-ATM1, e no 18° para os demais grupos A-ATM2, M-Ar, M-
ATM1 e M-ATM2 (Figura 18A; Figura 18B). Apesar de ndo haver diferenga significativa
(p<0,05) entre as médias das contagens de cada grupo durante os 21 dias de armazenamento,
elas foram superiores em todos os grupos A gquando comparada aos M, exceto no grupo A-
ATM2, que obtive média de 3,70+1,28 log.UFC.g", enquanto a do grupo M-ATM2 foi
3,92+1,13 log.UFC.g™.

Pesquisadores que utilizaram a mesma espécie de camardo usada nesse estudo,
imergindo-as em solucdo de cinamaldeido a 1 ou 5 g.kg™, obtiveram contagens superiores a
6.21 e 4,54 log.UFC.g™, respectivamente, ja no 10° dia de armazenamento a 4°C (MU et al.,
2012), o que demonstra que, no presente experimento, pode ter havido efeito antibacteriano,
mesmo que pequeno, nos grupos tratados com acerola e MBS, pois mesmo as amostras
embaladas em ar atingiram valores de contagens menores apds um periodo de tempo mais
longo.

Mastromatteo et al. (2010) observou em camarfes P. serratus descascados,
submetidos a tratamento com Oleo de timol e EAM (9,5C0,:0,50,) e mantidos a 4°C,
contagens de meso6filas proximas a 5 log.UFC.g™ a partir o 16° dia de experimento, esses
resultados podem ser atribuidos a grande concentracdo de didxido de carbono nas suas

embalagens.
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Figura 18: Resultados das contagens totais de bactérias mesofilas realizadas em amostras de
camardo branco (L. vannamei), embaladas em diferentes atmosferas gasosas, submetidas a
banho de imersdo com solucédo de acerola (A) e de MBS (B), e armazenadas durante 21 dias a
5x1°C. Barras representam o desvio padréo (n=2).
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Figura 19: Resultados das contagens totais de bactérias psicrotroficas realizadas em amostras de
camardo branco (L. vannamei), embaladas em diferentes atmosferas gasosas, submetidas a
banho de imersédo com solucédo de acerola (A) e de MBS (B), e armazenadas durante 21 dias a
5x1°C. Barras representam o desvio padréo (n=2).
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As bactérias psicrotroficas ndo apresentaram contagens no dia zero das analises em
nenhum dos grupos amostrais, entretanto, depois desse dia houve crescimento significativo
(p<0,05), e apesar de nao haver diferenca entre os tratamentos em nenhum dos dias (p<0,05) e
das médias terem sido bastante similares entre todos 0s grupos nas duas analises, ocorreu 0
contrario do que tinha havido na contagem de mesdfilas, as médias finais das contagens totais
de psicrotréficas dos grupos M foram todas superiores a dos grupos A, exceto a do grupo M-
ATM1 (3,32+1,87 log.UFC.g%), que foi menor que a do grupo A-ATM1 (3,55+1,81
log.UFC.g™). As bactérias psicrotréficas do grupo A-Ar atingiram sua contagem maxima 5,4
log.UFC.g™ no 12° dia de armazenamento e as dos grupos M-Ar, M-ATM1 e M-ATM2 no
dia 15, todos os outros grupos chegaram a esse valor a partir do 18° dia (Figura 19A; Figura
19B).

Amostras de L. vannamei armazenadas em gelo e tratadas com extrato de cha verde a
0,1% ou extrato de chd verde a 0,1% + A&cido ascoOrbico obtiveram, no 12° dia de
armazenamento, contagens totais de psicrotréficas iguais a 4,26 e 4,13 log.UFC.g™,
respectivamente; ambas menores que aquelas tratadas com MBS (5,89 log.UFC.g™) no
mesmo experimento (NIRMAL; BENJAKUL, 2010b).

Outro trabalho deste grupo envolvendo L. vannamei tratado com extrato etanolico de
cha verde (com remocéo da clorofila a priori) mostrou que amostras submetidas a 5 e 10 g.L™
desse extrato apresentaram contagem total de psicrotréficas abaixo de 5 log.UFC.g™* no 10°
dia de armazenamento no gelo, enquanto que no mesmo dia, amostras tratadas com MBS ja
possuiam contagens acima deste valor (NIRMAL; BENJAKUL, 2011b). Os mesmos
pesquisadores, trabalhando com a mesma espécie, mas desta vez investigando o efeito da
catequina (0,2%) e do &cido fellrico (3%) sobre a melanose e a qualidade geral do camarao
branco, observaram contagens totais de psicrotréficas de 4,56+0,05 e 3,93+0,12 log.UFC.g™,
respectivamente, ja no 4° dia de armazenamento a 4°C (NIRMAL; BENJAKUL, 2010a).

A pesquisa por Salmonella spp. e a contagem de estafilococos coagula positiva
obtiveram resultados negativos em todas as amostras durante todo o experimento. Tais
resultados ja foram discutidos nos itens anteriores e ocorreram, provavelmente, pelo fato das

amostras serem frescas e manipuladas higienicamente.
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5.3.2 Analises fisico-quimicas

Os resultados da anélise de N-BVT demonstraram que no dia zero, a maioria dos
grupos apresentaram teor de bases voléteis acima dos 30 mgN.100g™ recomendados na
literatura (HOWGATE, 2010a). No dia zero, os grupos M e 0s grupos A obtiveram médias de
34,5+6,51 e 31,7+5,99 mgN.100g™, respectivamente. Logo em seguida, no terceiro dia, houve
um pico de producdo de N-BVT e as medias passaram a ser simultaneamente, 43,3+4,23 e
42,6+4,33 mgN.100g™. No sexto dia, as médias diminuiram 26,7+5,31 para os grupos M e
27,1+2,29 mgN.100g™ para os grupos A (Figura 20A; Figura 20B). Essa variacdo no N-BVT
coincidiu com o aumento considerdvel (p<0,05) na contagem total de psicrotroficas entre os
dias zero e trés, em todos os grupos amostrais. Trabalhos que compararam amostras de
camarao branco (L. vannamei) submetidas ao MBS com amostras tratadas com acido feldrico
(NIRMAL; BENJAKUL, 2009b), catequina (NIRMAL; BENJAKUL, 2009a) ou extrato de
cha verde (NIRMAL; BENJAKUL, 2010b), também observaram que os valores de N-BVT
nos grupos tratados com MBS foram maiores que os demais. Cintra et al. (1999) afirmam que
0 uso de sulfitos favorece a decomposicdo do 6xido de trimetilamina (OTMA) em outros
compostos como dimetilamina (DMA), que sdo bases volateis nitrogenadas. Neste estudo, 0
grupo com a menor média total entre as analises realizadas nos 21 dias de armazenamento foi
0 grupo A-Ar com 26,6+8,74 mgN.100g™, enquanto o grupo M-ATM1 obteve a maior média
total, que foi 32,7+6,83 mgN.100g™, seguida pelo A-ATM1, com 31,48+8,11 mgN.100g™
(Figura 20A; Figura 20B). Tais resultados discordam de Sivertsvik, Jeksrud e Rosnes (2002)
que afirmam que anélises de N-BVT realizadas em amostras de peixe submetidas a
atmosferas modificadas com CO, apresentaram valores baixos mesmo depois de a analise
sensorial indicar deterioracéo.

As médias das analises de TMA durante os 21 dias de experimento, em todos os 8
grupos estudados, ndo ultrapassaram 1,9 mgN.100g™. As médias foram mais elevadas nos
grupos com mais CO,, A-ATM2 e M-ATM2, com valores de 1,89+0,39 mgN.100g™ e
1,69+0,29 mgN.100g™, respetivamente. De maneira geral, os valores de TMA para as
amostras imersas em acerola (grupos A) foram superiores aqueles obtidos pelas amostras
submetidas ao MBS (grupo M), apesar da diferenca entre eles ser muito pequena e nao
significativa (p<0,05) (Figura 20A; Figura 20B). Ao contrario, Nirmal e Benjakul (2009Db)

reportaram que o grupo de camardes L. vannamei tratado com MBS apresentou 0,14
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mgN.100g™ depois de 6 dias de armazenamento em gelo, enquanto que ndo houve formagéo
de TMA em amostras tratadas com 1 ou 2% de &cido felurico até o fim do experimento, no
10° dia. Da mesma forma, Mejlholm, Bgknas e Dalgaard (2005) ndo observaram formacéo de
TMA em P. borealis cozido, descascado e embalado em 3N,:5C0O,:20,, antes do camaréo ser
considerado sensorialmente inaceitavel.

No primeiro dia de andlises (dia zero), o pH de todos os grupos foi em média
6,22+0,06. Mais acido que o normal, provavelmente devido a formacéo de acido latico post
mortem no musculo do camardo (OLIVEIRA, 2005). A partir do 3° dia, o pH elevou-se
consideravelmente. Contudo, a média dos grupos naquele dia foi de 7,53+0,09, indicando que
0s camarfes ainda possuiam caracteristicas de um produto fresco (BAILEY; FIEGER,;
NOVAK, 1956). No geral, as médias do pH das amostras de todos os grupos A e todos os M
foram iguais (7,58+0,54) (Tabela 13). Porém, dos grupos analisados durante os 21 dias de
experimento, o que obteve a maior média geral foi o grupo A-ATM2, sequido por M-ATM1,
M-Ar e A-Ar, indicando que a presenca de sulfitos ndo influenciou significativamente
(P<0,05) o pH, apesar de que quando o MBS é descartado no meio ambiente, ele pode reagir
com o oxigénio presente na agua e formar sulfato acido de sodio, que resulta em sulfatos e
ions de hidrogénio, podendo estes produtos finais ocasionar a reducdo do pH do meio
(VALENCA, 2003). Resultados diferentes foram encontrados por Mastromatteo et al. (2010)
em camardes P. serratus descascados, onde o pH das amostras embaladas em ar atmosférico

foi superior aqueles encontrados nas amostras submetidas a EAM (9,5C0,:0,50,).

Tabela 13: Resultados das andlises de pH em amostras de camardo branco (L. vannamei),
embaladas em diferentes atmosferas gasosas, submetidas a banho de imersdo com solucédo de
acerola ou MBS, e armazenadas durante 21 dias a 5+1°C

Periodo de armazenamento (dias) -
0 3 6 o 12 15 13 o1 Mediaxdp

A-Ar 632 754 815 7,71 7,7 783 797 7,72  7,62%0,52
A-ATM1 619 765 797 774 75 773 792 7,71  7,56%0,53
A-ATM2 6,20 757 813 771 7,77 793 809 790 7,66+0,58
A-V 626 736 790 742 (73 7,74 7,75 761 7,47+0,49
M-Ar 6,13 759 794 765 7,75 797 820 7,74 7,62+0,59
M-ATM1 624 760 814 766 782 795 808 7,64 7,64+0,56
M-ATM2 6,13 747 793 7,74 767 783 799 7,62 7,55+0,56
M-V 626 746 806 726 779 779 780 7,78 7,52+0,53
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Figura 20: Resultados das analises de N-BVT e TMA realizadas em amostras de camardo
branco (L. vannamei), embaladas em diferentes atmosferas gasosas, submetidas a banho de
imersdo em solucdo de acerola (A) ou de MBS (B), e armazenadas durante 21 dias a 5+1°C.
Barras representam o desvio padréo (n=3).
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5.3.3 Andlise sensorial

Os grupos M-Ar, M-ATM1, M-ATM2 e M-V, que foram submetidos banhos de
imersdo em solucdo de MBS apresentaram IMs médios de 3,4+2,15; 2,6+1,75; 3,5+1,97; e
1,0+0,85, respectivamente. Esses valores foram inferiores aqueles encontrados nos grupos
cuja imerséo foi realizada em solucdo de acerola (A-Ar —4,9+1,99; A-ATM1 — 5,35£1,99; A-
ATM2 — 5,55+2,34; e A-V — 3,8+2,73) (Figura 21A; Figura 21B). Os resultados demonstram
que o MBS foi o antimelanosico testado mais eficiente, porém, deve-se observar que a
solugdo de acerola utilizada foi uma simples diluicdo, nenhum tipo de purificacdo,
concentracdo ou separagdo de diferentes partes da fruta foi realizada. Encarnacion et al.
(2011b) também encontraram menor formacdo de melanose nas amostras tratadas com MBS,
apesar de ndo ter havido diferenca significativa entre esse tratamento e o tratamento com 1%
de extrato de cogumelo comestivel (Flammulina velutipes) em caranguejos (Chionoecetes
japonicus). No presente estudo, em ambos 0s grupos A e M, os menores IMs médios foram o
das amostras embaladas a vacuo, enquanto que os maiores foram das amostras embaladas na
ATM2 (3N,:7C0,:10,), esses achados, provavelmente, estdo relacionados ao fato do vacuo
ser a embalagem com menor concentracdo de O,, enquanto que a ATM2 possuia a maior
concentracdo, ja que nela estava presente ndo s as prdéprias moléculas de O,, mas também o
oxigénio presente nas moléculas de CO,. Qian et al. (2012) observaram o efeito da atmosfera
modificada, com quantidades variaveis de oxigénio, em camardes L. vannamei armazenados a
4+1°C; nas embalagens com baixas concentracdes de O, (5,5N2:4C0,:0,50,) foi possivel
notar uma capacidade de retardar a melanose, enquanto que com concentragdes elevadas de
O, (0,5N,:4C0,:5,50,) a formagdo de melanose foi facilitada e a qualidade sensorial do
camarao diminuida rapidamente.

Em relacdo ao 1Q as amostras M também apresentaram escores médios menores ao
longo do armazenamento, 0s quatro grupos M obtiveram em média 16,21+1,78 pontos,
enquanto que nos grupos A, a média foi 21,0+1,33. Os grupos com menores médias (dentro
da sua respectiva categoria: A ou M) foram A-V (18,75+9,78) e M-V (13,5+6,98) (Figura
22A,; Figura 22B). Os resultados do 1Q foram muito semelhantes aos do IM, provavelmente
porque a correlacdo entre a melanose e a qualidade sensorial do camarao é bastante alta, haja
vista ela influencia a aparéncia geral do produto (GOMEZ-GUILLEN et al., 2005).
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Figura 21: Escores do IM de amostras de camardo branco (L. vannamei), embaladas em

diferentes atmosferas gasosas, submetidas a banho de imerséo em solucéo de acerola (A) ou de
MBS (B), e armazenadas durante 21 dias a 5£1°C. Barras representam o desvio padrdo (n=5).
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Figura 22: Escores do IQ de amostras de camardo branco (L. vannamei), embaladas em

diferentes atmosferas gasosas, submetidas a banho de imersédo em solucéo de acerola (A) ou de
MBS (B), e armazenadas durante 21 dias a 5+1°C. Barras representam o desvio padrao (n=5).
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Os resultados do IM e do IQ foram refletidos na vida de prateleira dos grupos
analisados, e as amostras imersas em solugédo de acerola (grupos A) (Figura 23) mantiveram a
qualidade sensorial por menos tempo que aquelas imersas em solucdo de MBS (grupos M)
(Figura 24). Novamente, os grupos com maior vida de prateleira foram aqueles que utilizaram
a embalagem a vacuo, A-V permaneceu aceitavel até 13,97 dias e M-V até 20,62 dias (Tabela
14). Mastromatteo et al. (2010) observaram que a vida de prateleira de camardes P. serratus
descascados, submetidos a tratamento com oOleo essencial de timol (1000 ppm) e EAM
(9,5C0,:0,50,) foi de 14,37 dias, enquanto que as amostras apenas com a EAM obtiveram
vida de prateleira de 9,87 dias, e as apenas com o timol, 5,09 dias. Ao trabalhar com extrato
da casca da roma em camardes brancos (L. vannamei) armazenados em gelo por 10 dias, Fang
et al. (2013) observaram que o efeito do tratamento com esse extrato na concentracao de 15
g.L™, sobre a inibicdo da formacéo de melanose e a melhora geral da qualidade do camaro,
apesar de bom, ainda foi menor que aquele conseguido pelo tratamento com 12,5 g.L™ de
MBS.

Tabela 14: Resultados da regresséo linear e vida de prateleira dos grupos A-Ar, A-ATM1, A-
ATM2, A-V, M-Ar, M-ATM1, M-ATM2 e M-V obtidos ap6s 21 dias de armazenamento a
5t1°C

Modelo de regresséao linear r? Vida d((edE)age)\teleira
A-Ar y=17,7+1,2857 x 0,9456 12,21
A-ATM1 y = 10,067 + 1,1508 x 0,9317 11,58
A-ATM2 y=8,7+ 12476 x 0,9035 11,78
A-V y =4,6667 + 1,3413 x 0,8879 13,97
M-Ar y =3,3+1,3667 x 0,8497 14,71
M-ATM1 y =2,8333 +1,2301 x 0,8200 16,72
M-ATM2 y =6,3 +1,1095 x 0,7624 15,41
M-V y =3,233 +0,9778 x 0,9500 20,62

y = 1Q méximo aceitavel (65% do total, i.e., 23,4); x = dias refrigerado; r* = coeficiente de determinacao.
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Figura 23: Fotografias de camarfes brancos (L. vannamei), embalados em diferentes atmosferas
gasosas, submetidos a banho de imersdo em solucdo de acerola, e armazenados durante 21 dias a
5+1°C.



Figura 24: Fotografias de camardes brancos (L. vannamei), embalados em diferentes atmosferas
gasosas, submetidos a banho de imersdo em solucdo de MBS, e armazenados durante 21 dias a 5£1°C.
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6 CONCLUSOES

Os resultados obtidos através das analises realizadas demonstraram que apesar de nao
ser mais eficaz que o MBS, a acerola tem potencial antimelanosico.

No que se refere ao tipo de embalagem que por mais tempo conservou a qualidade
sensorial do camardo branco (L. vannamei), foi possivel observar que o vacuo se destacou,
prolongando a vida de prateleira desses crustaceos mais do que qualquer outra embalagem,
apesar deste produto apresentar uma caracteristica fisica (o rostro) que dificulta a integridade
das embalagens. No que diz respeito as analises microbioldgicas, as EAM com diferentes
concentrages de CO,, O, e N, atingiam o limite maximo das contagens depois que as
amostras embaladas a vacuo ja o haviam atingido.

Os tratamentos antimelanoésicos, tanto a acerola quanto o MSB, melhoram a qualidade
e estendem a vida de prateleira do camardo branco (L. vannamei) quando associados a EAM.

O MIQ utilizado nesse experimento predisse com sucesso a vida de prateleira dos
varios grupos de camardes brancos (L. vannamei). O tempo que era calculado com o modelo
de regressdo linear obtido através dos resultados do 1Q coincidia com os dias onde os valores
microbioldgicos e fisico-quimicos ultrapassavam seus respectivos limites maximos.

No geral, os resultados indicam que simplesmente imergir os camardes em solucgéo de
acerola e agua destilada ndo é suficiente para melhorar consideravelmente a qualidade e
estender a vida de prateleira desses crustaceos. Porém, a atividade antioxidante da acerola é
reconhecida devido aos seus altos teores de vitamina C e compostos fendlicos . Desta forma, é
aconselhavel que outros estudos sejam realizados eventualmente, de preferéncia buscando
separar partes da fruta (casca, polpa, sementes) para identificar onde se encontra 0 maior teor
de compostos fenolicos, ou até purificar extratos de acerola, para que assim o verdadeiro

potencial antimelanosico dessa fruta seja conhecido.
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