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RESUMO

CABRAL, |.S.R. Extratos de algas marinhas como agentes antioxidantes e
antimicrobianos e seus efeitos na qualidade de Minced de tilapia (Oreochromis
niloticus). 2012. 138 p. Tese (Doutorado) — Centro de Energia Nuclear na
Agricultura, Universidade de Séo Paulo, Piracicaba, 2012.

A extracdo de Carne Mecanicamente Separada de tilapia tem se destacado como
um processo atraente pela possibilidade de maior recuperacdo da carne apls a
filetagem. Porém, a separacdo mecanica aumenta a superficie de exposicao,
levando a incorporagdo de oxigénio e consequentemente ao “off flavor” devido a
rancidez, tornando necessario o uso de aditivos para sua conservacgao. A tendéncia
€ utilizar produtos naturais como alternativas aos aditivos quimicos. Entre os
produtos naturais, as algas marinhas apresentam, em sua composicdo, metabdlitos
secundarios com alta atividade antioxidante e antimicrobiana. Esta pesquisa teve
como objetivo avaliar a composi¢cdo quimica e a atividade bioldgica de quatro algas
marinhas e seus efeitos, quando aplicados em Minced de tildpia. As algas Nori,
Kombu, Hijiki e Wakame foram extraidas por 2 e 7 dias, em temperatura ambiente,
com etanol 60, 80 e 100%. O teor de compostos fendlicos, a atividade antioxidante e
a antimicrobiana in vitro foram determinados. A atividade antioxidante por métodos
acelerados, Rancimat e Oxipres, também foi avaliada. As algas bioativas tiveram seu
perfil quimico elucidado por cromatografia liquida e gasosa. Essas algas foram
aplicadas em Minced de tilapia, que, em seguida, foi armazenado a -18°C por 180
dias. No Minced foram analisadas a composi¢cdo centesimal, caracteristicas de
frescor por pH, BNVT e TBARS; cor instrumental, cor e aroma (de ranco) pela
analise sensorial, padrbes microbiolégicos e composicdo de acidos graxos, nos
tempos 0, 60, 120 e 180 dias de armazenamento. Observou-se que a extracdo de 2
dias, com etanol 60%, foi a mais eficiente para extrair os compostos fendlicos. As
algas Nori e Hijiki apresentaram 0s maiores teores desses compostos e,
consequentemente, maior atividade antioxidante in vitro. Os extratos de algas nao
apresentaram atividade antimicrobiana contra Salmonella Enteritidis, Escherichia coli
e Staphylococcus aureus. Para Klebsiella pneumoniae e Listeria monocytogenes, 0s
extratos mais eficientes foram os extraidos com etanol 100%. As algas Nori e Hijiki
foram selecionadas como as mais bioativas e submetidas aos testes de oxidacéo
acelerada. Quando aplicadas em 6leo de soja, no Rancimat, e em Minced de tilapia,
no Oxipres, estas algas demonstraram efetiva atividade antioxidante. Pela
cromatografia, os principais compostos identificados foram, na Nori, os &acidos
clorogénico, vanilico e caféico, além dos aminoacidos alanina, glicina, valina e
prolina; bem como, glicose e sorbitol. Na alga Hijiki foram detectados os acidos
clorogénico, caféico e cinamico; alanina e prolina, bem como, xilitol e ribitol, frutose e
acido linoléico. No teste de armazenamento congelado do Minced, por 180 dias, a
aplicacao dos extratos de Nori e Hijiki ndo infuenciou na composi¢cdo centesimal e
pH. As algas mostraram-se eficientes no controle da producdo das BNVT. No
entanto, por TBARS, apesar de estarem dentro dos limites aceitaveis, as algas
apresentaram comportamento pré-oxidante. Sob os aspectos microbiolégicos, os
minceds atenderam a legislacdo vigente. Sensorialmente, os provadores nao
detectaram diferenca no “aroma de ranco”, apenas minimas diferencas na cor do



produto. Pode-se concluir que o Minced de tilpia, adicionado de algas marinhas,
manteve-se dentro dos padrdes de qualidade durante o armazenamento congelado.
Ressalta-se, ainda, a diferenca na resposta antioxidante de acordo com o método
utilizado.

Palavras-chave: Tilapia. Minced. Algas marinhas. Atividade antioxidante. Atividade
antimicrobiana. Compostos fendlicos. Oxidacdo. TBARS.



ABSTRACT

CABRAL, |.S.R. Seaweeds extracts as antioxidants and antimicrobial agents
and their effects on quality of tilapia Minced (Oreochromis niloticus). 2012.
138 p. Tese (Doutorado) — Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade
de S&o Paulo, Piracicaba, 2012.

The extraction of minced tilapia has emerged as an attractive process due to the
possibility of greater recovery of the tissue after filleting. However, mechanical
separation increases the surface exposure, leading to incorporation of oxygen and
consequently to the "off-flavor" due to rancidity, making necessary the use of
additives for its preservation. The tendency is to use natural products as alternatives
to chemical additives. Among the natural products, seaweeds present in its
composition secondary metabolites with high antioxidant and antimicrobial activities.
This research aimed to evaluate the chemical composition and biological activities of
four seaweeds varieties and their effects when applied to the tilapia Minced. Nori,
Kombu, Hijiki and Wakame seaweeds were extracted by 2 and 7 days, at room
temperature, with ethanol 60, 80 and 100%. The phenolic content, antioxidant and
antimicrobial activities in vitro were determined. The antioxidant activity by
accelerated methods, Oxipres and Rancimat, were also evaluated. Seaweeds
bioactive profiles were elucidated by liquid and gas chromatography. These
seaweeds were applied to the tilapia Minced, that was stored at -18 °C for 180 days.
The Minced were analyzed as to their composition, freshness characteristics by pH,
TBARS and TVB-N, instrumental color, color and rancidity aroma by sensory
analysis, microbiological standards, and fatty acid composition, at 0, 60, 120 and 180
days of storage. It was observed that the extraction after two days, with 60% ethanol,
was the most efficient way to extract the phenolic compounds. Hijiki and Nori showed
the highest levels of these compounds and therefore higher antioxidant activity in
vitro. The extracts showed no antimicrobial activity against Salmonella Enteritidis,
Escherichia coli and Staphylococcus aureus. For Klebsiella pneumoniae and Listeria
monocytogenes, more efficient extracts were extracted with ethanol 100%. Hijiki and
Nori seaweeds were selected as the most bioactive and submitted to accelerated
oxidation tests. When applied in soy oil in the Rancimat, and tilapia Minced, in the
Oxipres, these seaweeds have demonstrated effective antioxidant activity. By
chromatography, the most important compounds identified were, in Nori, chlorogenic,
caffeic and vanillic acids, besides the amino acids alanine, glycine, proline and
valine, glucose and sorbitol. In the Hijiki seaweed, it was detected chlorogenic,
caffeic and cinnamic acids, alanine and proline, as well as, ribitol and xylitol, fructose,
and linoleic acid. In the test of frozen Minced storage, for 180 days, the application of
Nori and Hijiki extracts did not modify neither the composition nor the pH. Seaweeds
were effective in controlling the TVB-N production, but, for TBARS, although they
were within acceptable limits, the seaweeds showed pro-oxidant activities. As to the
microbiological aspects, the minceds complied with legal requirements. Sensorially,
the tasters detected no difference in the "rancid aroma", only small differences in the
product color. It can be concluded that the Minced tilapia, seaweed added, remained
within the standards of quality during frozen storage. It should be noted, moreover,
the difference in the antioxidant response, according to the method used.



Keywords: Tilapia. Minced. Seaweed. Antioxidant activity. Antimicrobial activity.
Phenolic compounds. Oxidation. TBARS.
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1 INTRODUCAO

A producéo brasileira de pescado aumentou 25% no periodo de 2002 a 2010,
passando de 990.899 t anuais para 1.240.813 t. Houve um crescimento de 15,7%,
conforme os dados estatisticos de 2008 e 2009, sendo que a aquicultura apresentou
uma elevacéao de 43,8%, passando de 289.050 t/ano para 415.649 t/ano. A producao
da pesca extrativa, tanto maritima quanto continental cresceu, no mesmo periodo,
de 783.176 t para 825.164 t/ano, um aumento de 5,4% (BRASIL, 2011).

A tilapia vem se destacando como uma das espécies mais cultivadas e
comercializadas no Brasil. Em 2000, a producdo representava 18,4% do total
produzido na aquicultura e, em 2004, representava 38% do total, com producao
aproximada de 70 mil t (BRASIL, 2005). A criacdo de tilapia produz hoje, 132 mil
t/ano, sendo o “carro chefe” da producdo aquicola nacional, uma vez que esta
guantidade representa 39% do total de pescado cultivado (BRASIL, 2011).

O aumento na producédo de tilapia se deve as caracteristicas zootécnicas da
espécie e da sua adaptacdo ao clima do pais; e vem disponibilizando um alimento
de valor nutricional consideravel, rico em proteina completa, fonte de aminoacidos
essenciais e de acidos graxos insaturados, além de vitaminas e minerais, 0 que atrai
a atencdo dos consumidores, cada vez mais preocupados em manter uma
alimentacdo saudavel e equilibrada.

O processamento industrial da tilapia iniciou-se, no Brasil, na década de 1990,
no oeste do Parana, priorizando-se apenas uma forma de beneficiamento, ou seja,
files de tilapia congelados. O rendimento em filé da tilapia & baixo, de 30 a 33% e,
consequentemente, gera uma grande quantidade de residuos (OETTERER, 2002).
Tradicionalmente, os residuos da filetagem ou de outros processos de conservacao
de pescado séo destinados a producéo de farinha de peixe para alimentagéo animal
ou sdo descartados na rede publica, gerando problemas ambientais e perdas
econbmicas. Uma alternativa simples para o aproveitamento destes residuos tem
sido a elaboracéo de silagem e sua posterior utilizacdo na alimentacdo animal. No
entanto, na carcaca restante apos a filetagem sobram ainda partes comestiveis de
boa qualidade que podem ser utilizados para a alimentacdo humana (FERRAZ DE
ARRUDA, 2004; KIRSCHNIK; MACEDO-VIEGAS, 2009).
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A aplicacdo de um processo de extracado de Carne Mecanicamente Separada
(CMS) tem se destacado como um processo atraente, principalmente pela
possibilidade de maior recuperacdo da carne, gerando matéria-prima basica e
versatil para o desenvolvimento de co-produtos. A tecnologia de obtencdo de CMS
gera produtos diversificados, a partir do Minced, como o Surimi, Kamaboko,
Hamburguer, embutidos, entre outros (FAO/WHO, 1994).

O Minced é definido pelo Codex Alimentarius como o produto obtido a partir
de uma ou varias espécies de peixes com caracteristicas sensoriais similares,
submetido ao processo de separacdo mecanica, resultando em particulas de tecido
muscular isentas de 0ssos, visceras e pele (FAO/WHO, 1994). No entanto, o
processo de separacdo mecanica gera uma maior superficie de contato no produto,
tornando-o vulneravel, podendo sofrer em curto espaco de tempo alteracdes de
natureza fisica, quimica e microbiolégica. O desenvolvimento de novas formulagfes
gue visem melhorar a qualidade tecnoldgica do Minced torna-se necessaria e pode
ser alcancada por meio do uso de ingredientes conservantes (OETTERER, 2002).

O interesse inicial pelo estudo de substancias com atividade antioxidante
surgiu pela necessidade de se buscar novos aditivos em substituicdo aos sintéticos,
como o hidroxianisol butilado (BHA) e o hidroxitolueno butilado (BHT), os quais
mostravam alteracfes enziméaticas e lipidicas em animais e potencialmente efeitos
carcinogénicos (ROCHA et al., 2007). Sendo assim, as pesquisas mais recentes tém
sido conduzidas para substituir os aditivos quimicos usados nos produtos carneos,
inclusive de pescado, por produtos ndo-sintéticos, tais como a casca e a semente da
uva, a semente da framboesa e o alecrim (TANG et al., 2001; MEDINA et al., 2003;
MONTERO et al., 2005; LUTHER et al., 2007; NIELSEN; DEBNATH; JACOBSEN,
2007; SANCHEZ-ALONSO et al., 2007; SANCHEZ-ALONSO et al., 2008).

No Brasil, as pesquisas com produtos naturais de origem marinha,
particularmente as algas, tiveram inicio na década de 1960. A descoberta de
metabdlitos com atividades bioldgicas provenientes de algas aumentou,
significativamente, nas ultimas décadas (WANG et al., 2009). Assim, a maioria das
informacgdes disponiveis refere-se a composi¢cao quimica. Ha, portanto, um potencial
de pesquisa para a area, principalmente com relacdo as atividades bioldgicas e
aplicabilidade dessas algas como agentes antioxidantes e antimicrobianos (PINTO
et al., 2002).
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O presente projeto pretende avaliar a composicdo quimica e a atividade
biolégica de algumas espécies comestiveis de algas marinhas, em funcdo da
atividade antimicrobiana e antioxidante que possam exercer, quando aplicadas ao
Minced elaborado com tilapia, visando prolongar a vida util e manter a qualidade
nutricional e sensorial deste produto.

Novos procedimentos tecnolégicos visando aumentar a qualidade do Minced
e, consequentemente, dos produtos a base de tilapia sdo necessarios para que seja
possivel consolidar a industrializacdo desta espécie, mediante a vulnerabilidade da
matéria-prima e possivel perecibilidade. Pela sua qualidade nutricional e
funcionalidade, os alimentos de origem aquatica sdo promotores da saude e da
melhoria da qualidade de vida. No entanto, a Unica maneira de manter e
disponibilizar ao consumidor beneficios nutricionais € através do desenvolvimento de
produtos voltados a priorizacdo dos aspectos nutricionais, garantindo que o0s
nutrientes presentes no pescado ndo se percam no processamento e, em
complemento aos anseios do atual consumidor, utilizando aditivos naturais.

Produtos com valor agregado podem ser destinados a exportacdo, o que
representa um relevante impulso na exploracdo comercial e industrial do pescado no
Brasil. Além disso, o estudo de produtos naturais marinhos como fonte de principios
bioativos, podera propiciar o conhecimento de novos ingredientes funcionais para

uso na industria alimenticia e a geracao de patentes brasileiras com algas.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Tilapia

Nos ultimos anos houve um avanco consideravel nas pesquisas envolvendo o
pescado. De uma maneira geral, este produto esta sendo cada vez mais demandado
em todo o mundo, ato que tem sido aconselhado por especialistas da area, pois 0
pescado possui qualidades para combater, ao mesmo tempo, dois flagelos
contemporaneos, a fome e a obesidade, pelos componentes saudaveis disponiveis
em abundancia na sua composicéo (PIEDADE, 2007).

Dados publicados pela Organizacdo das Nac¢des Unidas e Organizagao para
Agricultura e Alimentacao (FAO, 2010) indicaram que a producéo pesqueira mundial,
em 2006, foi de aproximadamente 140.000.000 t e a producdo de tilapias
posicionou-se ao redor de 2.000.000 t. No Brasil, segundo publicacdo do Instituto
Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis - IBAMA, a
producdo de pescado, em 2006, foi de 1.000.050 t, e a aquicultura foi responsavel
pela producéo de 272.000 t, sendo a producéao total de tilapia de 80.500 t (BRASIL,
2007).

O pescado produzido pela aquicultura corresponde a mais de um quarto de
todo o pescado diretamente consumido pelos humanos. A aquicultura proporcionou
47% do abastecimento mundial de pescado para alimentacdo, em 2006 (FAO,
2010). A piscicultura continental brasileira tem mostrado um sélido e constante
crescimento, com a producéo, em 2003, de 177.125 t e em 2009, atingindo valores
de 337.353 t (BRASIL, 2011).

A tilapia é a segunda espécie de maior importancia na aquicultura mundial e a
primeira em volume de producdo no Brasil (BRASIL FOOD TRENDS, 2010), com
boa aceitacdo no mercado consumidor, destacando-se em cultivos, por apresentar
crescimento rapido e rusticidade. De acordo com a estatistica da producéo
pesqueira de 2008 e 2009, publicada pelo Ministério da Pesca e Aquicultura
(BRASIL, 2011), a producdo de tildpia no Brasil apresentou um padrdo de
crescimento continuo desde 1994. Entre os anos de 2003 a 2009, a producdo de
tilapia cresceu 105%, de 64.857,5 t para 132.957,8 t. Um aumento significativo de

producdo ocorreu em 2002, quando houve um acréscimo de 59% em relacédo a
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2001; em 2007, a producdo aumentou 33% em relagdo ao ano anterior. Entre 2006 e
2009, a producdo aumentou 86%, chegando a ultrapassar 130 mil t. De 2007 a 2008
houve crescimento de 17%, de 95.091 t para 111.145,3 t, respectivamente. De 2008
a 2009, houve um crescimento de 20% na producédo, chegando a 132.957,8 t. A
producéo de tilapia representa 39% do total proveniente da piscicultura continental.

As tilapias pertencem aos géneros Oreochromis, Sarotherodon e Tilapia. A
maioria, das cerca de 70 espécies de tilapias catalogadas, € originaria da Africa. No
entanto, apenas 4 espécies se destacam na aquicultura mundial, todas do género
Oreochromis: tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus), tilapia de Mocambique
(Oreochromis mossambicus), tilapia azul ou aurea (Oreochromis aureus) e tilapia de
Zanzibar (Oreochromis urolepis hornorum) (KUBITZA, 2000).

O Brasil apresenta um dos mais baixos indices de consumo de pescado, 0
que se deve, provavelmente, entre outros fatores, a falta de conhecimento da
importancia deste item na alimentacdo. O baixo consumo esta ligado a fatores
culturais e niveis de renda (MARENGONI et al., 2009).

A tildpia do Nilo se destaca das demais pelo rapido crescimento, reproducdo
tardia, o que permite alcancar maior tamanho antes da primeira reproducéo, e
producdo de grande volume de alevinos. A sua tolerancia ao frio é intermediéria,
cujas temperaturas minimas letais variam de 8 a 13°C (KUBITZA, 2000).

A tilapicultura firmou-se como atividade empresarial a partir da década de
1980, quando surgiram os empreendimentos pioneiros. Estes foram inicialmente
limitados por varios tipos de restricdes como o conhecimento incipiente das técnicas
de cultivo, inexisténcia de racdes adequadas e baixa qualidade dos alevinos, entre
outras. O Parana foi o primeiro estado brasileiro a organizar a atividade de forma
racional, inclusive com a implantacdo de frigorificos especializados em
beneficiamento de tilapia, com destaque para os municipios de Toledo e Assis
Chateaubriand (FIGUEIREDO JUNIOR; VALENTE JUNIOR, 2008; SAVAY DA
SILVA, 2009).

O processamento industrial de tilapia no Brasil iniciou-se na década de 1990,
na regido Oeste do Parana, priorizando-se apenas uma forma de beneficiamento, a
filetagem, com rendimento de 32,2% (MINOZZO; WASZCZYNSKYJ; BOSCOLO,
2008).

Dentre as principais espécies de peixes cultivadas, as tilapias se destacam

pela carne de excelente qualidade. Em sintese, a tilapia apresenta carne com
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poucos “espinhos”, de cor branca, textura firme e aspecto suculento. Estas
caracteristicas tornam este peixe uma boa escolha aos “gourmets”, ou seja, ajusta-
se aos mais diferentes tipos de temperos e formas de preparo e apresentacao.

Gryschek, Oetterer e Gallo, (2003) e Savay da Silva (2009) determinaram,
respectivamente, que o filé de tilapia possui 78,43% e 76,23% de umidade; 3,47 e
1,99% de lipideos, 18,07% e 17,08% de proteina e 0,96% e 1,09% de minerais. A
variacdo em lipideos pode ser entendida como funcéo da sazonalidade.

Peixes de agua doce geralmente contém porcées menores de acidos graxos
poliinsaturados em comparagéo aos marinhos (ANDRADE et al., 1995). O pescado
de 4gua doce tem a composi¢cdo em acidos graxos sensivel ao tipo de alimentagéo
de que dispde, apresentando larga variacdo qualitativa e quantitativa em acidos
graxos (MARTINO; TAKAHASHI, 2001).

2.2 Carne Mecanicamente Separada e Minced

O residuo gerado pelas plantas beneficiadoras de pescado, principalmente na
filetagem da tilapia, representa entre 50 e 70% da matéria-prima, sendo fundamental
0 aproveitamento deste material para a reducédo do impacto ambiental. O apreciavel
volume de residuos torna-se um problema crucial que interfere na sustentabilidade
da cadeia produtiva do pescado cultivado. Se for empregada uma tecnologia
adequada, este material residual pode ser convertido em produtos comerciais ou
matéria-prima para processos secundarios. O aproveitamento desse material que
seria desperdicado é de extrema importancia, pois além de diminuir oS custos e
aumentar a eficiéncia de producédo, também minimiza os problemas de poluicdo
ambiental que seriam gerados pela falta de destino adequado (SUCASAS, 2011).

Na indastria pesqueira, a aplicacdo da técnica de separagcdo mecanica da
carne (CMS) tem sido uma das alternativas oferecidas para a diversificagdo de seus
produtos, permitindo a elaboracdo de uma variada linha de produtos, tais como
fishburger, salsichas e nuggets (SIDDAIAH, 2001).

Varios termos sao utilizados para definir a CMS de pescado, como Minced,
polpa de pescado, cominutado ou cominuido de pescado, carne de pescado

desossado, entre outros. No entanto, nenhum deles expressa mais adequadamente
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o produto e a técnica de sua obtengcdo quanto o termo minced, pois o produto nédo
deve ser entendido apenas como uma carne moida de pescado (NEIVA, 2008).

De acordo com o Codex Alimentarius (FAO/WHO, 1994), a CMS é obtida por
separacdo mecanizada da parte comestivel, gerando segmentos de musculos
isentos de visceras, escamas, 0ssos e pele, e posteriormente, submetidos ou ndo a
uma ou mais lavagens, objetivando a melhoria da qualidade sensorial do produto. A
CMS pode ser obtida a partir de uma espécie ou mistura de espécies de pescado
com caracteristicas sensoriais similares, e ainda, ser proveniente da parte
comestivel restante da carcaca apos a filetagem. O equipamento separa 0 musculo
através da prensagem da massa carnea contra um cilindro perfurado.

O Minced possibilita a industria maior flexibilidade nos processos de
industrializacdo, gerando produtos diversificados, cujo rendimento em carne é
superior ao obtido no processamento de filés, para o qual o mercado esta
atualmente direcionado. Para o produtor, a vantagem estd no escoamento rapido da
sua producdo, mesmo com 0s peixes estando com diferentes tamanhos ou em fases
distintas de crescimento. Para o consumidor, esta na aquisicdo de um produto com
qualidade e valor nutritivo, apresentando proteina de alto valor biol6gico, presenca
de aminoacidos essenciais e acidos graxos poliinsaturados (OETTERER et al., 2004
ANGELINI, 2010).

O objetivo da lavagem da CMS utilizando baixas temperaturas é remover
parcial ou totalmente as proteinas sarcoplasmaticas, pigmentos, sangue e lipideos,
que favorecem a oxidacdo lipidica. Esse procedimento melhora a qualidade e
mantém as caracteristicas funcionais do produto. Porém, de acordo com Jesus,
Lessi e Tenuta-Filho (2003), a intensa lavagem da CMS pode provocar perdas
excessivas de proteinas e de componentes sollveis.

A relacdo agua: peixe, o tempo de contato entre ambos, e o numero de ciclos
de lavagem a serem usados dependerdo do tipo de matéria-prima e do nivel de
remocgao necessarios para atender aos requisitos de qualidade do produto final.
Apds o processo de lavagem, o excesso de agua é retirado por meio de prensagem
ou centrifugacéo, até que o produto tenha teor de umidade em torno de 80 a 84%
(KIRSCHNIK; MACEDO-VIEGAS, 2009).

A grande vantagem da producdo de Minced esta relacionada com a maior
rentabilidade das industrias, por permitir maior rendimento da carne e de sua

utilizacdo na elaboragdo de uma vasta linha de produtos como fishburguer,
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salsichas, linguicas, empanados, alméndegas, patés, entre outros (BOMBARDELLI;
SYPERRECK; SANCHES, 2005).

2.3 Qualidade do pescado

Qualidade como um todo envolve a soma dos atributos fisico-quimicos,
sensoriais e microbiologicos de um alimento e, no caso do pescado, a qualidade
esta estreitamente ligada com o estado de frescor (CONTRERAS-GUZMAN, 1988).

O mercado esta cada vez mais exigente no que diz respeito a seguranca do
alimento, bem como na maneira pela qual o alimento € produzido. Surgiram novas
variaveis que diferenciam os produtos, dando proridade aqueles que séo obtidos sob
determinadas regras, como o fato de serem provenientes de cadeias produtivas
ambientalmente corretas, socialmente justas e economicamente viaveis (PIRES,
2007; ANGELINI, 2010).

A industria alimeticia tem aumentado seus investimentos em tecnologia e mao
de obra qualificada, com o intuito de oferecer ao consumidor produtos com maior
valor agregado, praticos, saborosos, com vida Util estendida e principalmente,
nutritivos (RUIZ, 2011). Este fato se deve, principalmente, a tendéncia da sociedade
moderna em preferir o consumo de produtos semi-prontos ou prontos, de alta
gualidade e maior diversidade.

Dentre os produtos carneos, o pescado € o mais susceptivel as alteracdes
post mortem que podem afetar a qualidade nutricional e sensorial. A rapidez em
deteriorar se deve a rapida acédo enzimatica, a caracteristica menos acida da carne e
a facilidade de oxidacao dos lipideos insaturados (ANGELINI, 2010).

Durante o processo de deterioracdo da carne ocorre uma série de alteracdes
bioguimicas que acompanham o metabolismo post mortem e promovem condi¢ées
para que o0 processo de oxidacdo se instale. Estas alteracbes favorecem o
desenvolvimento da oxidagdo da fracdo fosfolipidica altamente insaturada nas
membranas celulares, uma vez que é improvavel que os mecanismos de defesa das
células do animal vivo ainda funcionem perfeitamente apés o abate (MORRISSEY
et al., 1998).

A taxa e a extensdo da deterioracdo oxidativa depende de fatores como o
periodo e temperatura de armazenamento, grau de saturagdo dos &cidos graxos,
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presenca de oxidantes e pro-oxidantes e disponibilidade de oxigénio (PIEDADE,
2007).

O frescor do pescado pode ser avaliado por métodos sensoriais,
microbioldgicos e fisico-quimicos. Devido a subjetividade dos métodos sensoriais e a
demora para execucdo de testes microbiolégicos, métodos quimicos que
quantifiquem os componentes provindos da atividade enzimatica e bacteriana tém
sido desenvolvidos para avaliar o frescor do pescado. Muitos indices quimicos estédo
baseados nas alteracdes quantitativas ou qualitativas de compostos da fracéo
nitrogenada nado protéica do musculo do pescado. A deteccdo de alteracbes
progressivas destas substancias no musculo do pescado, durante o armazenamento
€ 0 primeiro requisito para considerar tais substancias como potenciais indices de
frescor (LAPA-GUIMARAES, 2005; SAVAY DA SILVA, 20009).

O congelamento é um dos melhores métodos de conservacao dos alimentos,
ja que quando adequadamente conduzido, inibe a deterioragdo microbiana, reduz a
velocidade das reacdes quimicas, bem como, a acdo de enzimas e ao mesmo
tempo, conserva o sabor, 0 aroma, a cor e o valor nutritivo dos alimentos, além de
causar alteracdo minima na textura apds o descongelamento (OETTERER, 2002).

A estocagem sob congelamento n&o interrompe completamente todas as
possiveis alteracdes na qualidade da CMS e do Minced. As rea¢des que induzem as
alteracdes oxidativas e a desnaturacdo protéica continuam a ocorrer, mesmo em
baixas temperaturas, porém em menor velocidade (KUHN; SOARES, 2002). A
incorporacdo de antioxidantes e de crioprotetores nas CMS e Minced podem
melhorar a estabilidade durante o congelamento (TENUTA-FILHO; JESUS, 2003;
KIRSCHNIK; MACEDO-VIEGAS, 2009).

Os alimentos sdo passiveis de contaminagdo por diferentes agentes
etiologicos, que podem levar ao desenvolvimento de doencas, desencadeadas por
microrganismos patogénicos e suas toxinas (CUNHA NETO; SILVA; STAMFORD,
2002).

A qualidade do pescado e seus produtos pode ser alterada diretamente pelos
habitos n&o-higiénicos dos manipuladores, pelas superficies contaminadas das
bancadas e mesas ou ainda pelos utensilios ndo sanificados, fatores que
determinam uma condigdo de risco ao pescado, somados a contaminagdo do
ambiente onde é capturado (ALBUQUERQUE; VIEIRA; VIEIRA, 2006).
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E sabido que o gelo utilizado na conservacdo do pescado, ou de qualquer
outro tipo de alimento, deve ser de 6tima qualidade, em relacdo ao seu aspecto
microbiolégico, pois a qualidade dele afetara diretamente a qualidade do produto
(FALCAO et al., 2002).

O Staphylococcus aureus € um agente etiologico de infeccbes adquiridas
tanto na comunidade em geral, como em ambientes hospitalares. E um dos agentes
patogénicos mais comuns, responsavel por surtos de intoxicacdo de origem
alimentar, bem como por um alto indice de mortalidade, frequentemente envolvido
em casos de resisténcia a antibioticos. As peculiaridades do seu habitat tornam a
sua presenca largamente distribuida na natureza, podendo ser transmitido aos
alimentos por manipuladores que sejam portadores (FARIAS et al., 1997).

A Salmonella estd associada a areas intestinais de animais de sangue
guente. Alguns estudos detectaram este microrganismo em intestino de carpa e
tildpia (HUSS; REILLY; EMBAREK, 2000). O aumento da incidéncia de salmonelose
provocada por alimentos contaminados demonstra que, apesar dos avancos
tecnoldgicos, este problema persiste.

As bactérias presentes no pescado tropical tendem a um comportamento
mesofilico. A microbiota mesofilica é pouco adaptada a multiplicacdo em
temperatura de refrigeracdo e tem uma menor producdo de compostos de
degradacdo, bem como uma atividade metabdlica diferente daquela psicrofilica.
Assim, a deterioracdo, especialmente em pescado conservado a baixas
temperaturas, € causada, principalmente, por bactérias psicréfilas. Os processos de
deterioracdo ndo serdo perceptiveis até que os microrganismos psicrofilos tenham
se multiplicado em niveis capazes de produzir maus odores (VIEIRA, 2003; SAVAY
DA SILVA, 2009).

O grupo de coliformes totais inclui as bactérias na forma de bastonetes Gram
negativos, ndo esporogénicos, aerobias ou anaeroObias facultativas, capazes de
fermentar a lactose com producdo de gas, em 24 a 28 h, a 35 °C. O grupo inclui
cerca de 20 espécies, dentre as quais tanto bactérias originarias do trato
gastrointestinal de humanos e outros animais de sangue quente, como também
diversos géneros e espécies de bactérias ndo entéricas, como Serratia e
Aeromonas, por exemplo. Por essa razdo, sua enumeracao em agua e alimentos é
menos representativa como indicagéo de contaminacgéo fecal, do que a enumeragao
de coliformes ou Escherichia coli (SILVA et al., 2010).
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Segundo a Portaria n°® 540 — SVS/MS, de 27 de outubro de 1997 (BRASIL,
1997a), aditivo é qualquer ingrediente adicionado ao alimento, sem propdésito de
nutrir, com objetivo de modificar as caracteristicas fisicas, quimicas, biologicas e
sensoriais, durante a fabricacéo, processamento, preparacdo ou manipulacdo de um
alimento.

Na industria de alimentos, a oxidacdo lipidica € inibida por aditivos
sequestradores de radicais livres. Neste caso, 0s compostos mais utilizados, entre
outros, sdo: BHT (butil-hidroxi-tolueno), BHA (butil-hidroxi-anisol), TBHQ (terc-
hidroxi-butilfenona) e PG (Propil galato). Estudos toxicolégicos tém demonstrado a
possibilidade de esses antioxidantes apresentarem efeito toxico, e o Joint Expert
Committee on Food Aditives (JECFA) da Food and Agriculture Organization (FAO) e
World Health Organization (WHO) tém alterado nos ultimos anos a ingestédo diéria
aceitavel (IDA) destas substancias como resultado de algumas pesquisas cientificas
(SOARES, 2002).

Tendo em vista os indicios de problemas que podem ser provocados pelo
consumo de antioxidantes sintéticos, as pesquisas tém sido dirigidas no sentido de
encontrar produtos naturais com atividade antioxidante, os quais permitirdo substituir
0s sintéticos ou fazer associacdo entre eles, com o intuito de diminuir sua
guantidade nos alimentos.

Diversos trabalhos tém sido desenvolvidos com o intuito de substituir os
aditivos sintéticos por produtos naturais, tais como, a casca e semente da uva, a
semente da framboesa e o alecrim (TANG et al., 2001; MEDINA et al., 2003;
MONTERO et al., 2005; LUTHER et al., 2007; NIELSEN; DEBNATH; JACOBSEN,
2007; SANCHEZ-ALONSO et al., 2007; SANCHEZ-ALONSO et al., 2008). Estes
autores tém encontrado resultados interessantes que instigam a continuagcdo das
pesquisas nesta linha, bem como sugerem novas pesquisas com outros produtos
naturais.

SantAna e Mancini Filho (1999) estudaram a influéncia da adicdo de
antioxidantes naturais, no caso, extrato de alecrim, na composi¢édo de acidos graxos
de “polpa” do pacu (Piaractus mesopotamicus). Os resultados mostraram que 0 uso
de antioxidantes ndo alterou a composi¢cdo de acidos graxos em comparacao ao
controle. O teste de TBARS (Substancias Reativas ao Acido Tiobarbiturico)
confirmou o importante papel do extrato de alecrim na inibicdo da oxidacgao lipidica.
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Serdaroglu e Felekoglu (2005) demonstraram que o extrato de alecrim a
300 pg/mL retardou a oxidacdo no Minced de sardinha. O extrato de cebola, na

concentracdo de 100g/mL, néo foi tdo efetivo quanto o extrato de alecrim.

2.4 Algas Marinhas

As algas sdo o0s organismos aquaticos mais antigos do planeta, havendo
evidéncias de sua existéncia no periodo pré-cambriano, ha 3,5 bilhdes de anos. As
algas, por serem organismos fotossintetizantes, sdo responséveis pela estruturagao
da atmosfera terrestre, possibilitando a vida sobre a superficie do planeta de todos
0S seres Vivos aerobicos, pela producdo de oxigénio molecular e consequente
formacdo da camada de ozdnio, que filtra os raios UV. Sdo organismos eucariotos
gue possuem clorofila a e um talo ndo diferenciado em raiz, caule ou folhas. No
ambiente aquatico, as algas podem fazer parte dos bentos, que sdo individuos fixos
no substrato, ou do plancton, composto por individuos suspensos na agua (HORTA,
2000).

As algas marinhas possuem importancia tanto do ponto de vista econdmico,
como ambiental e social. As algas mantém o equilibrio biolégico nos ambientes
aquaticos, propiciando a continuidade da fauna existente, que pode ser utilizada pela
humanidade como fonte de alimento. Algumas espécies sdo utilizadas como
indicadores para a avaliacdo da qualidade dos sistemas aquaticos, para 0s quais,
inclusive, ja foi sugerido um “indice de poluicdo” baseado nos géneros de algas
presentes; quanto menos diversificada a populagdo, maior a poluicdo do sistema
(VIDOTTI; ROLLEMBERG, 2004). As macroalgas marinhas vém sendo utilizadas ha
milénios pelos povos orientais como parte importante de sua dieta alimentar. Elas
tém um grande significado social e econdmico em varios paises da Asia, que
respondem por até 98% da producdo mundial de algas (ROCHA, 2001).

Atualmente, os produtos explorados comercialmente e provenientes das algas
sdo 0s seguintes: alginatos, o acido manurdnico e acido gulurénico, contendo
polimeros a partir de algas pardas; agar, a D-galactose e 3,6-anidro-L-galactose,
contendo polimeros que séo isolados a partir de algas vermelhas, e carragenanas
(CAMPO et al., 2009).

A heterogeneidade dos organismos encontrados no grupo das algas é

grande. As trés divisbes de algas, inteira ou parcialmente multicelulares
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compreendem as algas vermelhas (Rhodophyta), as algas pardas (Phaeophyta) e as
algas verdes (Chlorophyta) (VIDOTTI; ROLLEMBERG, 2004). Os géneros mais
importantes sdo Porphyra, Chondrus, Rhodymenia, Hypnea, Gracilaria, Laurencia,
Iridae (vermelhas); Undaria, Durvillaea, Ecklonia, Sargassum, Turbinaria (pardas);
Ulva, Enteromorpha, Monostroma e Gaulerpa (verdes) (DHARGALKAR,;
VERLECAR, 2009).

A composicao quimica das diferentes algas demonstra que, em geral, todas
apresentam valor nutricional satisfatério, sendo fontes de proteinas, carboidratos,
fibras, minerais, vitaminas, além de possuirem a vantagem de ser pouco caldricas e
ter baixo teor de gordura. Sao excelentes fontes de vitaminas A, B, Biz, C, D e E,
riboflavina, niacina, acido pantoténico e acido félico, e minerais, tais como, Ca, P, Na
e K (DHARGALKAR; VERLECAR, 2009).

Como os outros alimentos de origem vegetal, as algas marinhas contém todos
os tipos de vitaminas e correspondem a uma fonte natural desses nutrientes para o
homem. Possuem provitamina A e vitaminas B e C, tanto quanto frutas, verduras e
legumes comestiveis. As algas também podem ser uma fonte interessante de novos
compostos com atividade biol6gica que poderiam ser utilizadas como ingredientes
funcionais.

SOUSA et al. (2008) estudaram 32 espécies de algas marinhas das divisdes
Chlorophyta, Rhodophyta e Phaeophyta como fontes de a e [B-caroteno e a-
tocoferol.Neste estudo, com relacdo aos carotendides, provitamina A e vitamina E,
0s maiores teores foram encontrados nas algas verdes, seguidas pelas pardas e
vermelhas.

Campos, Barbarino e Lourengo (2010) cultivaram 10 espécies de microalgas
marinhas de diferentes grupos taxonémicos e compararam 0 Seu crescimento e a
sua composicdo quimica. Neste estudo, foram observadas diferengas na velocidade
de crescimento, com espécies de células menores crescendo mais rapidamente que
microalgas maiores. Teores de proteinas, carboidratos, lipideos e pigmentos
fotossintetizantes variaram amplamente entre as espécies, sendo as proteinas as
substancias mais abundantes. Todas as espécies apresentaram concentracdes de
aminoacidos semelhantes, sendo os acidos aspartico e glutamico os mais
abundantes. Algumas espécies apresentaram altas concentracdes de acidos graxos
de importadncia econdmica, como o0s acidos eicosapentaenoico e linoleico.

Entretanto, é interessante mencionar que a presenca desses compostos pode ser
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influenciada pelos parametros de crescimento, tais como a temperatura da agua de
cultivo, salinidade, luz e nutrientes.

Algas marinhas contém uma quantidade significativa de polissacarideos
soliveis (GOMEZ-ORDONEZ; JIMENEZ-ESCRIG; RUPEREZ, 2010). Segundo os
autores, a maioria ndo € digerida pelos seres humanos, cujo trato gastrointestinal
ndo produz as enzimas necessarias para a sua degradacdo e, portanto, estes
polissacarideos podem ser considerados como fibras dietéticas.

Segundo Kadam e Prabhasankar (2010), os polissacarideos de algas
possuem uma maior capacidade de retencdo de dgua do que as fibras celuldsicas.
O interesse em hidrocoldides de algas para a nutricdo humana ocorre devido a sua
atuacdo como fibra dietética; o seu efeito fisiolégico esta intimamente relacionado
com suas propriedades fisico-quimicas, tais como solubilidade, viscosidade,
hidratacédo e capacidade de troca ibnica no aparelho digestivo.

As algas sdo fontes de fitoquimicos biologicamente ativos, que incluem
carotendides, ficobilinas, acidos graxos, polissacarideos, vitaminas, esterdis de
tocoferol, ficocianinas, entre outros. Muitos destes compostos apresentam atividade
biolégica e, sdo, portanto, benéficos a salde humana e animal. Alguns dos
beneficios potenciais estdo no controle da hiperlipidemia, trombose, tumores e
obesidade (PLAZA; CIFUENTES; IBANEZ, 2008).

As algas podem estar associadas a um estagio evolutivo superior, levando a
producdo de metabdlitos secundarios diversificados e, consequentemente, a
expressdo de inumeras atividades bioldgicas. Essas algas sao capazes de sintetizar
metabdlitos halogenados que podem pertencer a praticamente todas as classes
guimicas, desde hidrocarbonetos de baixo peso molecular, cetonas, fendis,
acetogeninas, até complexos terpenos (CARVALHO; ROQUE, 2000).

As algas marinhas pardas e verdes sdo menos eficientes na producédo de
substancias halogenadas, sendo que ambas, e particularmente as pardas,
apresentam polissacarideos sulfatados (VAN DEN HOEK; MANN; JAHNS, 1997).

Como defesas quimicas, as algas produzem acetogeninas, terpenos,
derivados de aminoécidos, fenois simples e polifendis, substancias que diferem dos
produtos de plantas por serem frequentemente halogenados (CARVALHO; ROQUE,
2000).

Os fendis bromados sédo substancias muito estudadas em algas marinhas. O

lanosol (éter metilico do alcool 2,3-dibromo-4,5-diidroxibenzilico) esta entre os
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bromofendis mais amplamente distribuidos e é encontrado tanto em micro quanto
em macroalgas. Este composto, de acordo com a literatura, apresenta efeito
algicida, antiinflamatério e antibiotico (CARVALHO; ROQUE, 2000). Derivados
halogenados do acido hidroxibenzdéico e ésteres do acido cinamico também foram
encontrados em algas (ONOFREJOVA et al., 2010). Uma série de compostos
fendlicos, tais como catequinas, flavondis e flavonais glicosilados foram identificados
em extratos metandlicos de algas vermelhas e pardas (SANTOSO; YOSHIE;
SUZUKI, 2002; YOSHIE-STARK; HSIEH; SUZUKI, 2003).

Os florotaninos, um grupo de compostos fendlicos, que s&o restritos a
polimeros do floroglucinol, tém sido identificados em algumas familias de algas
pardas, tais como Alariaceae, Fucaceae e Sargassaceae. Os estudos tém mostrado
que os florotaninos sdo o Unico grupo fendlico detectado em algas pardas
(KOIVIKKO et al., 2008).

No Brasil, as pesquisas com produtos naturais de origem marinha,
particularmente as algas, tiveram inicio na década de 1960, quando houve um
grande investimento por parte das industrias farmacéuticas na busca de substancias
bioativas, a partir dos organismos que vivem nos oceanos. A quimica de produtos
naturais marinhos, embora fosse incipiente na década de 1970, apresentou
desenvolvimento rapido nos anos seguintes (FAULKNER, 2000). No entanto, a
maioria das informacBGes cientificas refere-se a composicdo quimica e a
aplicabilidade desses organismos, muitos dos quais sdo espécies endémicas.
Devido a grande diversidade de espécies, ha, portanto, um grande potencial de
pesquisa para a area, principalmente com relacdo as atividades biolégicas

apresentadas pelas algas (PINTO et al., 2002).

2.5 Produtos de algas marinhas

O consumo de algas esta sujeito a regulamentacdo especifica e o
conhecimento dos detalhes de sua composicdo quimica e as variacbes entre as
espécies é necessario para obtengcdo de autorizacdo para seu uso na alimentacéo
humana. A Franca foi o primeiro pais europeu a estabelecer regulamentacao
especifica sobre o0 uso de algas marinhas para consumo humano. Na Espanha, a

partir de 1978, as algas foram consideradas como novos alimentos e foram incluidas
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no grupo de “vegetais enlatados”, pois na ocasido nao havia regulamentacéo
especifica para os produtos derivados de algas e seu consumo era limitado
(ESPANHA, 1978).

As algas vermelhas séo eficientes na producédo de polissacarideos sulfatados,
como as carragenas e o agar, que chegam a representar mais de 70% do seu peso
e tém razodvel valor comercial (VAN DEN HOEK; MANN; JAHNS, 1997).

A carragena € um hidrocoldide usado na producdo de alimentos,
principalmente nas industrias de laticinios, para a elaboracdo de iogurtes, flans,
sorvetes, achocolatados e na industria carnea para a preparacdo de embutidos,
como salsichas e presunto. E empregada na fabricacdo de gelatinas e geléias e
como espessante em molhos e sopas (ESTUDO, 2011). Também sdo encontradas
diversas aplicacbes na industria farmacéutica, como anticoagulantes e
antiinflamatérios bem como, em industrias téxteis, de tintas e de perfumes
(ARMISEN, 1995). A macroalga Kappaphycus alvarezii tem sido cultivada em larga
escala para suprir a carragena nas industrias alimenticias. Varias atividades
biologicas tém sido descritas para a carragena, tais como antitumoral, antiviral,
anticoagulante e imunomodulatéria (ZHOU et al., 2004; ZHOU et al., 2005).

Carragenas sao polissacarideos sulfatados lineares de D-galactose e 3,6-
anidro-D-galactose, extraidas de certas algas vermelhas da classe Rhodophyceae.
Eles tém sido amplamente utilizados na industria alimenticia, como espessantes e
geleificantes e, mais recentemente, na industria farmacéutica como excipiente em
comprimidos. Além das atividades biolégicas conhecidas, relacionadas com a
inflamacéo e as respostas imunes, carragenanas sao potentes inibidores do virus da
herpes e do virus do papiloma humano (HPV) e ha indicios de que estes
polissacarideos podem oferecer alguma protecdo contra a infeccdo pelo virus da
imunodeficiéncia humana (HIV). Segundo alguns autores, a carragena € ativa contra
o HIV somente em concentragbes 100 vezes maiores que as necessarias para inibir
papilomavirus (BUCK et al., 2006). No entanto, as carragenas podem servir como
modelos para projetar novos agentes anti-HIV e que apresentem propriedades
terapéuticas melhoradas (CAMPO et al., 2009).

Na indastria alimenticia, as carragenas sao largamente utilizadas devido as
propriedades fisico-funcionais que apresentam. Atuam como espessante, gelificante
e estabilizante, melhorando, por exemplo, a textura do queijo cottage. Controlam a

viscosidade e a textura de doces e sobremesas, além de atuar como aglutinantes e
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estabilizadoras na industria de embutidos de carne, salsichas, e no processamento
de hamburgueres com baixo teor de gordura (CAMPO et al., 2009).

O uso em alimentos responde por 70 a 80% da producdo mundial total de
carragenas, de cerca de 45 mil toneladas métricas por ano; 45% se destinam aos
produtos lacteos e 30% aos carneos. O mercado total de carragenas foi estimado,
em 2003, como sendo de US$ 300 milhdes / ano, nos Estados Unidos da América
(MCHUGH, 2003).

O &gar é uma galactana sulfatada e sua qualidade depende das
caracteristicas fisico-quimicas, de pardmetros ambientais, crescimento e ciclo
reprodutivo da alga (DAUGHERTY; BIRD, 1988). O agar de baixa qualidade é usado
em produtos alimenticios congelados, sucos de frutas e sobremesas. Outras
aplicacdes industriais incluem adesivos e tintas. O agar de média qualidade é usado
como substrato em meios de cultura bacterioldgicos; também s&do importantes na
industria  médica e farmacéutica, na fabricacdo de supositorios, capsulas e
anticoagulantes. Os tipos mais purificados, ou seja, as fracdes neutras ou agaroses
sdo usadas para separacdo em técnicas de biologia molecular, como eletroforese,
imunodifusdo e cromatografia em gel (CARDOZO et al., 2007).

As algas pardas sdo utilizadas na alimentagdo humana e também como
fertilizantes, sendo importantes fontes de acidos alginicos ou alginatos, cujas
propriedades coloidais sdo empregadas na farmacologia para fabricacdo de
pomadas e suspensdes. Os alginatos sao utilizados na industria alimenticia e
farmacéutica devido a sua habilidade de quelar ions metalicos e formar uma solucao
altamente viscosa (YAMASAKI et al., 2005).

2.6 Atividade antioxidante das algas marinhas

Embora a maioria das plantas que realizam fotossintese, incluindo as algas,
estejam expostas a uma combinacdo de fatores como altas concentragbes de
oxigénio e luz intensa, que levam a formacdo de radicais livres e outros agentes
oxidantes potentes, as algas raramente sofrem algum dano oxidativo grave in vivo
(AHN et al., 2004).

Segundo Raimundo, Horta e Fett (2004), apesar do elevado teor de acidos
graxos poliinsaturados, as algas demonstram estabilidade frente a oxidacdo durante

seu armazenamento. As algas sdo continuamente submetidas a rapidas variacdes
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de intensidade de luz e concentracbes de O, e CO,, fatores que se associados
originam radicais livres, assim como outros potentes oxidantes. Assim, a auséncia
de danos oxidativos e sua sobrevivéncia dependem de uma resposta eficiente ao
estresse oxidativo. Por essa razdo, esses organismos podem se constituir em fonte
de substancias antioxidantes naturais, tanto para a industria alimenticia, como para a
farmacéutica (MATSUKAWA et al., 2007).

A definigdo mais aceita para antioxidantes relata que estes sdo substancias
gue, mesmo presentes em baixas concentracdes em relacdo ao substrato oxidante,
podem atrasar ou inibir as taxas de oxidacdo (SIES; STHAL, 1995). Vérios
componentes fisiologicos sdo conhecidos pela capacidade de inativar ou neutralizar
radicais livres, dentre eles estdo varios metabdlitos secundarios provenientes de
produtos naturais (PIETTA, 2000; NORDBERG; ARNER, 2001).

O interesse inicial pelo estudo de substancias com atividade antioxidante em
algas surgiu no Japao, na busca de novos aditivos para alimentos, em substituicdo
aos antioxidantes sintéticos, como o hidroxianisol butilado (BHA) e o hidroxitolueno
butilado (BHT) (ROCHA et al., 2007). Estes compostos podem apresentar provaveis
efeitos carcinogénicos, em funcao de provocarem alteragdes enzimaticas e lipidicas
em animais. Desta forma, a pesquisa por antioxidantes naturais em substituicdo aos
antioxidantes sintéticos, é objeto de estudo de muitos pesquisadores. Entretanto, ha
algumas desvantagens no uso de alguns produtos naturais como o0s carotendides,
compostos fendlicos e vitamina E, pelo fato destes componentes serem insolUveis
em agua e, embora a vitamina C seja hidrossoluvel é sensivel ao aguecimento e
facilmente desnaturada.

O fato da alga desidratada e armazenada por um longo periodo ndo sofrer
oxidacdo, mesmo apresentando mais de 30% do total de seus &cidos graxos na
forma poliinsaturada, despertou o interesse dos pesquisadores em relacdo ao seu
mecanismo antioxidante (ROCHA et al., 2007).

Ahn et al. (2004) investigaram a atividade do sequestro de radical livre pelo
método do difenilpicrilidrazila (DPPH) em extratos solUveis em agua, obtidos pela
hidrolise enzimatica, via proteases e carboidrases, de algas pardas da espécie
Scytosiphon lomentaria. Neste estudo, os autores ndo encontraram atividade
antioxidante satisfatéria nos extratos hidrolisados de algas marinhas, e salientaram
gue, apesar da vantagem da solubilidade em agua, ha a necessidade de maiores

estudos para viabilizar o uso desses tipos de extratos como antioxidantes naturais.
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As macroalgas sdo similares as plantas terrestres no que concerne a
producdo de substéncias genericamente denominadas de metabolitos secundarios,
tais como terpenos, compostos aromaticos, acetogeninas, derivados de aminoacidos
e, principalmente, os polifendis (halogenados e sulfatados). Estes compostos
conferem as algas uma expressiva atividade antioxidante, descrita em varias
pesquisas. Nagai e Yukimoto (2003) avaliaram a atividade antioxidante de bebidas
preparadas com quatro espécies de algas, comuns na culinéria japonesa, a saber,
Ecklonia cava (trombeta-do-mar), Undaria pinnatifida (wakame), Hizikia fusiforme
(hizikia) e Ulva pertusa (alface-do-mar). Os autores descreveram que as algas
possuem um bom potencial antioxidante, sendo a Ecklonia cava a mais eficiente.
Houve uma correlacdo positiva entre o teor de polifendis e a atividade antioxidante
expressa para cada alga estudada.

A avaliacdo in vivo da atividade antioxidante de uma galactana sulfatada
proveniente de uma fracdo da alga vermelha Porphyra haitanensis demonstrou
expressiva atividade, apds administracéo intraperitoneal em ratos. Houve diminuicéo
significativa da peroxidacéo lipidica, além do aumento da capacidade antioxidante e
da atividade da superéxido dismutase e glutationa peroxidase (ZHANG et al., 2004).

O efeito antioxidante de quatro espécies de algas do filo Chlorophyta foi
avaliado por meio da inibicdo da peroxidacdo do &cido linoléico, em emulsdo. Os
autores indicaram que as espécies mais efetivas foram Enteromorpha intestinalis e
Chaetomorpha antenina, com porcentagens de inibicdo acima de 70%. Além disso, o
teor de compostos fendlicos foi medido, sendo encontrados valores de
610,31 mg/100g e 635,53 mg/100g, respectivamente (RAYMUNDO; HORTA; FETT,
2004).

Palmaria palmata (dulse) teve seu teor de compostos fenodlicos e sua
atividade antioxidante avaliada por Yuan, Bone e Carrington (2005). Foi encontrado
um teor de 10,3 pug de compostos fenolicos/mg de extrato da alga e alta atividade
antioxidante quando empregados os métodos de sequestro de radical DPPH e
ABTS™ (2,2- azino-bis-(3-etil-benzotiazolina-6-acido sulfénico); e inibicdo das
substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS). Os autores associaram a
atividade a compostos soluveis em solucdes de alcool/agua, caracterizadas por
grupamentos funcionais fendlicos.

Duan et al. (2006) determinaram a atividade antioxidante de extratos de
Polysiphonia urceolata pelos métodos de sequestro de radical livre DPPH e sistema
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B-caroteno/acido linoléico. Os resultados demonstraram alta atividade antioxidante
desta alga vermelha quando comparada a atividade dos padrées BHT, acido galico e
acido ascorbico.

Ao avaliar o teor de fendlicos e o poder redutor de Palmaria palmata,
Laminaria setchellii, Macrocystis integrifolia e Nereocystis leutkeana, Yuan e Walsh
(2006) relataram que essas espécies possuem alto poder redutor com teores de
fendlicos variarando de 1,84 a 12,8 pg/mg de extrato. Os autores concluiram que ha
uma correlacdo positiva entre a atividade e o teor de fendlicos, sendo a bioatividade
de responsabilidade dos florotaninos e polifendis, dentre eles os acidos fendlicos.

Nahas et al. (2007) avaliaram a capacidade de sequestro de radicais livres de
treze espécies de algas, pelos métodos do DPPH e quimioluminescéncia. Os
extratos da alga parda Taonia atomaria exibiram a maior atividade. Por separagéo
cromatografica, seguida por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia, os autores
isolaram seis metabdlitos bioativos, taondiol, isoepitaondiol, estipodiol, estipoldiona,
sargaquinona e sargaol.

A alga parda Ecklonia cava também teve sua atividade antioxidante avaliada
por Li et al. (2009), via fracionamento e purificacdo bioguiados. Os autores
encontraram sete florotaninos com expressiva atividade, que podem ser utilizados
como antioxidantes naturais na industria farmacéutica e cosmética, e como

alimentos funcionais.

2.7 Atividade antimicrobiana das algas marinhas

Em comparacdo as varias pesquisas sobre atividade antioxidante das algas
marinhas, a atividade antimicrobiana dos extratos obtidos por esses organismos €&
pouco relatada na literatura.

De acordo com Oh et al. (2008), os polifendis halogenados presentes nas
algas, dentre eles os bromofendis, sdo os compostos majoritariamente responsaveis
pela expressiva atividade antimicrobiana que as algas tém demonstrado. Além dos
metabdlitos secundarios, as algas também possuem, em sua composi¢ao quimica,
acidos, alcaldides e aminas, substancias que lhes conferem forte atividade
antimicrobiana (HELLIO et al., 2000; LAM; HARDER, 2007).

A atividade antimicrobiana de extratos de Bifurcaria bifurcata foi avaliada de

acordo com a variacdo sazonal, contra Cobetia marina e Pseudoalteromonas
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haloplanktis. Os autores concluiram que a maxima atividade antimicrobiana pode ser
obtida em algas coletadas entre abril e julho, quando a temperatura da agua e a
luminosidade apresentam-se mais altas na Franca (MARECHAL et al., 2004).

A atividade antimicrobiana de extratos da alga Cystoseira barbata foi
investigada contra bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e Candida albicans. O
extrato hexanico demonstrou maior atividade que o0s extratos metandlico,
diclorometéanico e cloroférmico. Além disso, os autores constataram que 0s 0leos
dessa alga ndo apresentaram atividade antimicrobiana (OZDEMIR et al., 2006).

Kuda et al. (2007) avaliaram a atividade antibacteriana de duas espécies do
género Ecklonia (E. stolonifera e E. kurome) contra cepas de E. coli, P. aeruginosa,
S. aureus e B. cereus. Observou-se que as algas apresentaram atividade contra
todas as bactérias, com excecdo de E. coli. E conhecido que Ecklonia sp possui
atividade bactericida. Nagayama et al. (2002) descreveram que os florotaninos de E.
kurome apresentavam forte atividade bactericida.

Uma série de bromofendis foram sintetizados e isolados da alga vermelha
Odonthalia corymbifera e sua atividade antimicrobiana contra bactérias Gram-
negativas, Gram-positivas e fungos. Entre os isolados, o 2,2,3,3-tetrabromo-6,6-
diidroxidifenilmetano demonstrou ser mais ativo contra Candida albicans,
Aspergillus fumigatus, Trichophyton rubrum, e Trichophyton mentagrophytes. O
bromofenol sintético 3,3-dibromo-6,6-diidroxidifenilmetano e o 3,3,5,5-tetrabromo-6,6
diidroxidifenilmetano mostraram potente efeito antimicrobiano contra Staphylococcus
aureus, Bacillus subtilis, Micrococcus luteus, Proteus vulgaris e Salmonella
typhimurium (OH et al., 2008).

Dubber e Harder (2008) investigaram os efeitos antimicrobianos dos extratos
hexédnico e metandlico das algas Mastocarpus stellatus, Laminaria digitata e
Ceramium rubrum em 19 bactérias patogénicas ao pescado. O extrato metandlico de
C. rubrum a 10 mg/mL e o extrato hexanico de L. digitata a 31 mg/mL demonstraram

forte atividade antimicrobiana e inibiram todas as bactérias testadas.

2.8 Producéao e comercializacao das algas marinhas

A importancia das algas marinhas, na América Latina, como recurso

renovavel, vem crescendo continuamente, porgue seus volumes cada vez maiores
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de extracdo geram importantes divisas econémicas para o pais produtor (OLIVEIRA,
1997).

No Brasil, a regido costeira compreendida entre o Estado do Ceara e o norte
do Estado do Rio de Janeiro abriga a flora algal mais diversificada do pais. No
tocante a exploracdo de espécies com fins comerciais, a atividade de maior porte
corresponde a coleta de algas vermelhas (Gracilaria e Hypnea) no litoral do
Nordeste, principalmente na costa entre os Estados do Ceara e da Paraiba. A coleta
da Gracilaria vem sendo feita desde a década de 1960, por colheita manual ou
através de mergulho livre, para fins de exportacdo ou para processamento no préprio
pais, na producdo do agar. A Hypnea tem sido exportada como matéria-prima ou
processada para a industria de carragena; neste caso, a biomassa é coletada em
algas arribadas nas praias, e ndo diretamente nos locais de crescimento. Entre o
Estado do Espirito Santo e a regido de Buzios, RJ, uma caracteristica marcante é a
presenca de vasta area coberta por fundos de algas calcarias, com teor de
carbonatos superior a 90%, estendendo-se por varias dezenas de metros de
profundidade e aflorando nas marés baixas. Este banco de algas calcérias tem
despertado interesse e vem sendo explorado para a producdo de adubos e aditivos
para racoes (VIDOTTI; ROLLEMBERG, 2004).

Outros paises da América do Sul estdo mais adiantados que o Brasil na
producédo e extracdo de algas, embora o pais seja reconhecido como avangado em
nivel académico (SANTOS; GOMES, 2006).

Entre as algas comestiveis existentes em aguas brasileiras, destacam-se as
do género Porphyra, o mesmo da Nori japonesa. Porém, a Porphyra brasileira ainda
nao tem mercado de consumo interno e ndo compete com as japonesas e chinesas.
Estes paises estdo escolhendo as melhores linhagens para cultivo ha séculos e
garantindo melhor qualidade, além da quantidade produzida ser mais elevada
(SANTOS; GOMES, 2006).

A producéo total global de algas, no ano de 2008, foi de, aproximadamente,
600 mil t, via captura e 13,2 milhdes de t, via aquacultura. A maior parte é constituida
pelas algas pardas, 462.097 t, pela captura e 6.626.440 t, pela aquacultura, seguida
pelas algas vermelhas, 168.038 t, via captura e 6.588.144 t, via aquacultura (FAO,
2010).
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2.9 Efeito sinérgico de produtos naturais

O efeito sinérgico de extratos de produtos naturais tem sido estudado por
diversos grupos de pesquisa no Brasil e no mundo. Além da atividade
antimicrobiana, outras atividades biolégicas foram avaliadas, utilizando a
combinacdo entre extratos e também entre extratos e substancias puras,
biologicamente ativas.

Combinacdes de extratos, em geral, podem ajudar a minimizar a utilizacdo de
Oleos essenciais como agentes antimicrobianos e diminuir o impacto sensorial
destes nos alimentos. As combinacfes de extratos podem controlar bactérias que
apresentem alta resisténcia aos antimicrobianos de plantas, como a Pseudomonas
spp (HAMMER; CARSON; RILEY, 1999; HOLLEY; PATEL, 2005)

Pesquisas recentes tém demonstrado a existéncia do efeito sinérgico entre
alguns componentes primarios e secundarios das plantas, sendo observado que os
componentes secundarios atuam como potencializadores dos componentes
primarios (KAMEL, 2000).

Em um estudo com o objetivo de avaliar o conteudo total de fendlicos,
antocianinas e a capacidade antioxidante do extrato de bagaco de uva (Vitis vinifera)
de duas variedades, Tannat e Ancelot, utilizando diferentes sistemas solventes,
ROCKENBACH et. al. (2008) observaram que a mistura de BHT e extratos de
bagaco de uva produziu efeito sinérgico, mantendo os percentuais de inibicao
semelhantes aos obtidos com o antioxidante sintético Trolox, aplicado isoladamente.

Ao analisar a atividade antimicrobiana de extratos de diferentes partes de
Calceolaria chelidonioides, Falcdo et. al. (2006) sugeriram que as substancias
responsaveis pela atividade antimicrobiana se encontram diluidas nos extratos
etandlicos e apresentam um efeito sinérgico quando misturados.

Cahyana, Shuto e Kinoshita (1993) analisaram os possiveis efeitos sinérgicos
de derivados porfirinicos, clorofila a, feofitina a e pirofeofitina a com o a-tocoferol e
acido ascérbico. Todas as substancias testadas apresentaram melhor efeito
antioxidante na presenga de a-tocoferol ou acido ascérbico, sugerindo um efeito
sinérgico.

Em estudos realizados por Le Tutour et al. (1990), foi avaliada a atividade
antioxidante dos extratos apolares de 7 algas marinhas bentbnicas da costa
francesa. Os resultados obtidos para as algas pardas, Laminaria digitata e
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Himanthalia elongata, mostraram sinergia com a vitamina E, no teste de estabilidade
do éster metilico de 6leo de girassol. No ano de 1998, Le Tutour (1998) ampliou a
pesquisa para 3 algas pardas, Fucus vesiculosus, F. serratus e Ascophyllum
Nodosum com o intuito de isolar e identificar os principios responsaveis pela
atividade antioxidante e verificar a sinergia destes com a vitamina E. Todos os
extratos analisados mostraram a propriedade de estender o periodo de inducdo da

oxidacao do substrato e o efeito sinérgico com a vitamina E.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a atividade biolégica de extratos de algas como agentes
antimicrobianos e antioxidantes, como alternativa aos aditivos quimicos, a serem

aplicados na elaboracao de Minced de tilapia

3.2 Objetivos especificos

- Caracterizar quimicamente os extratos de quatro espécies de algas marinhas;

- Avaliar a atividade antimicrobiana dos extratos de algas in vitro;

- Avaliar a atividade antioxidante dos extratos de algas in vitro;

- Avaliar a atividade antioxidante dos extratos de algas por métodos acelerados;

- Avaliar os extratos de algas como agentes antioxidantes, em diferentes
concentracfes, no Minced de tilapia acondicionado em embalagem de polietileno,

recém processado e aos 60, 120 e 180 dias, sob armazenamento a -18°C.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material

4.1.1 Algas

As amostras da alga vermelha Nori (Porphyra tenera) e das algas pardas
Kombu (Laminaria japonica), Wakame (Undaria pinnatifida) e Hijiki (Hijikia fusiformis)
foram obtidas na forma desidratada, em empresas fornecedoras de produtos

alimenticios orientais.

4.1.2 Tilapias

Foram utilizadas 135 unidades de tilapia nilotica (Oreochormis niloticus),
perfazendo um total de 74,3 Kg. Os peixes foram provenientes da Piscicultura
Palmares, localizada na regido de Igarata, Estado de S&o Paulo e coletadas em
janeiro de 2011.

4.2 Métodos

4.2.1 Preparo dos extratos de algas

Os extratos de algas foram preparados variando-se o solvente extrator e o
tempo de extracdo. As algas desidratadas foram trituradas em moinho e, em
seguida, 3 g de cada alga, foram homogeneizadas em 30 mL de solucdes de etanol
a 60%, 80% e 100% (v/v). O tempo de extracdo, conforme proposto por Lullier;
Horta; Falkenberg (2006) é de 7 dias em temperatura ambiente e ao abrigo da luz.
Porém, nesta pesquisa, aléem dos 7 dias foram testados 2 dias de extracdo, com o
objetivo de diminuir o tempo gasto na extracdo dos compostos bioativos. Com isso,
houve no total 24 extratos distintos (n = 4 algas x 3 solventes x 2 tempos de
extragdo). Os extratos foram filtrados em papel, armazenados em frasco ambar
devidamente etiquetados, e em seguida, armazenados a 8°C, até o momento das

analises.
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4.2.2 Analise da composicdo quimica dos extratos das algas

4.2.2.1 Compostos fendlicos totais

Para a determinacdo do teor de compostos fendlicos totais, uma aliquota de
cada um dos extratos (0,5 mL) a 10 mg/mL foi misturada com 2,5 mL do reagente
Folin-Ciocalteau (diluido em agua destilada 1:10) e 2,0 mL de Na,CO3 4% (m/v) em
agua destilada. Apds 2 h de incubacdo ao abrigo da luz e a temperatura ambiente, a
absorbéancia foi medida em espectrofotdmetro a 740 nm. Os resultados do teor de
compostos fendlicos totais foram expressos como equivalentes de &cido galico
(mg AG/g), calculados por meio de uma curva construida com concentracfes que
variaram de 5 a 100 pg/mL (SINGLETON; ORTHOFER; LAMUELA-RAVENTOS,
1999).

4.2.2.2 Espectrofotometria na regido ultravioleta-visivel dos extratos de algas

A determinacdo do espectro de absorcdo dos extratos de algas na
concentracdo de 30 mg/mL foi realizada segundo o método descrito por Oldoni
(2007), com modificacdes. Os espectros de absor¢cao na regido UV visivel foram
determinados na faixa de comprimento de onda de 200 a 500 nm em

espectrofotometro UV-Mini 1240, Shimadzu-Co.

4.2.2.3 Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia

As analises por Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia foram feitas
injetando-se dois microlitros de cada extrato em um cromatografo liquido, marca
Waters, acoplado a um detector de arranjo de fotodiodos a 240 nm e uma coluna
Waters Acquity UPLC BHE C18 (2,1 x 100 mm), com tamanho da particula 1,7um. A
fase mével utilizada foi agua/acido acético (99,5:0,5 v/v) (solvente A) e agua/acido
acetico/n-butanol (92,5:0,5:7 v/v) (solvente B). O fluxo foi de 0,45mL/min.
O gradiente utilizado foi o seguinte: 10% solvente A (24 s); 5% de A (até 2 min e
24 s); 5% de A (3 min e 24 s); 1% de A (até 3 min e 30 s); 1% de A (4 min e 30 s);
5% de A (até 4 min e 48 s); 5% de A (4 min e 54 s); 10% de A (até 8 min). A coluna

foi mantida a uma temperatura constante de 40 °C e os cromatogramas foram
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processados utilizando o software Empower PRO. Os compostos foram identificados
pelo espectro de absor¢ao na regido ultravioleta, utilizando os recursos do detector
de arranjo de fotodiodos, pela comparacdo do tempo de retencédo e co-cromatografia
de padrdes. Foram utilizados os padrfes auténticos de acido clorogénico, acido

ferrulico, acido caféico, &cido galico, acido vanilico e acido hidroxicinamico.

4.2.2.4 Cromatografia Gasosa com Espectrometria de Massa (CG-EM)

4.2.2.4.1 Derivatizagdo-formacgéo dos derivados do trilmetilsilil (TMS)

Aos extratos das algas Nori e Hijiki (aproximadamente 18 mg), previamente
liofilizados, foram adicionados 100 pL do reagente derivatizante MSTFA
(N-metil-N-(trimetilsilil)-trifluoroacetamida). Para a ocorréncia da reagdo de
derivatizacdo, a mistura foi levada em estufa a 70 °C, durante 10 min. Em seguida, o
reagente foi evaporado sob fluxo de gas nitrogénio e o produto da reacao, rediluido

em hexano.

4.2.2.4.2 Condic¢8es analiticas do sistema CG-EM

As amostras foram analisadas em um cromatégrafo gasoso, Shimadzu GC
2010, acoplado ao espectrometro de massas, Shimadzu QP 2010 Plus, e foram
separadas em coluna capilar (RTX5MS 30 m x 0,25 mm x 0,25 pm). A programacao
de temperatura iniciou-se em 80 °C (1 min), a taxa de 5 °C/min, alcancou 200 °C
(1 min) passou a 250 °C (8 min) a taxa de 5 °C/min, a 300 °C (5 min) a taxa de
10 °C/min e a 310 °C (10 min), a taxa de 10 °C/min, totalizando 65 min de analise.
O hélio foi utilizado como gas de arraste em fluxo de 1 mL/min. A temperatura do
injetor foi de 280 °C e o volume de injecdo de 1,0 uL em modo split (1:30).
A interface foi mantida a 280 °C e o detector operou no modo scanning (m/z 40-800).
Os compostos foram identificados por comparacéo da biblioteca Wiley 8 e 0os nao
identificados foram caracterizados pelos ions moleculares principais, de acordo com

a relagcdo massa-carga (m/z).
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4.2.3 Atividade antimicrobiana in vitro dos extratos etandlicos das algas
4.2.3.1 Concentracao Inibitéria Minima (CIM)

A atividade antimicrobiana foi avaliada pelo método de microdiluicdo em placa
de acordo com o descrito em CLSI (2005). Foram utilizados como microrganismos
teste: Escherichia coli (ATCC 25922), Salmonella Enteritidis (ATCC 13076),
Sthapylococcus aureus (ATCC 25923), Listeria monocytogenes (ATCC 7644) e
Klebsiella pneumoniae (ATCC 13883).

As bactérias foram inicialmente reativadas, a partir das culturas estoque,
mantidas em caldo BHI (Brain Heart Infusion), por 18 a 24 h, a 37 °C e,
posteriormente, cultivados em BHI agar. Apds o crescimento bacteriano, as colonias
individuais foram removidas com o auxilio de uma al¢ca de platina e suspensas em
uma solucdo de NaCl 0,89% estéril. O volume de 100 uL das suspensdes
bacterianas (previamente padronizadas em 1 a 2 x 10® UFC/mL por turbidimetria, a
625 nm) foi inoculado em 100 mL de caldo BHI, atingindo contagem final de
10°> UFC/mL. Em microplacas de 96 pocos foram adicionados 190 pL do meio de
cultura inoculado. Em seguida, foram adicionados 10 pL dos extratos das algas, em
concentracdes variando de 5000 a 19,53 pg/mL (em diluicdo seriada de razao 2).
Como controle positivo, foi utilizada a Clorexidina (0,12% v/v) e como controle
negativo, etanol 60, 80 e 100% (v/v), solventes utilizados na extracdo. As
microplacas foram incubadas por 24 h a 37 °C e, ap6s a incubacdo, foram
adicionados 30 pL do corante Resazurina (0,01% m/v) para revelar os pocos com
crescimento bacteriano. Nos pogos em que ndo houve mudanga na cor do corante

foi considerada auséncia de bactérias viaveis. A andlise foi realizada em triplicata.
4.2.3.2 Concentragao Bactericida Minima (CBM)

A determinacdo da CBM foi realizada com base nos resultados obtidos no
teste da CIM, utlizando-se as suspensdes provenientes dos pocos que nao
apresentaram crescimento bacteriano. Uma aliquota de 10 pL dessas suspensfes
foi inoculada em placas BHI agar esterilizado. Apds a incubagéo por 24 h a 37 °C, a
CBM considerada foi a que correspondeu & menor concentragdo na qual ndo houve

crescimento bacteriano visivel no agar.
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4.2.3.3 Sinergismo — Método do tabuleiro

Foram utilizados como microrganismos teste: Escherichia coli (ATCC 25922),
Salmonella Enteritidis (ATCC 13076) e Sthapylococcus aureus (ATCC 25923), pois
Listeria monocytogenes (ATCC 7644) e Klebsiella pneumoniae (ATCC 13883)
tiveram seu crescimento inibido pelos extratos de algas marinhas.

As bactérias foram inicialmente reativadas a partir das culturas estoque em
caldo BHI (Brain Heart Infusion) por 18-24 h a 37 °C e, posteriormente, cultivados
em BHI &gar. ApGs o crescimento bacteriano, as colbénias individuais foram
removidas com o auxilio de uma alca de platina e suspensas em uma solucédo de
NaCl 0,89% estéril. Um volume de 100 yL das suspensdes bacterianas (previamente
padronizadas em 1 a 2 x 10® UFC/mL por turbidimetria, a 625 nm) foi inoculado em
100 mL de caldo BHI, atingindo contagem final de 10° UFC/mL.

O método do tabuleiro foi realizado de acordo com Moody (2003) e Schelz,
Molnar e Hohmann (2006). Esse método permite a obtencdo dos indices de
Concentracdao Inibitoria Fracional (FIC), utilizados na interpretacdo dos resultados do
efeito sinérgico. A microplaca foi montada da seguinte maneira: dois extratos foram
testados de cada vez, sendo que um extrato foi diluido (razéo 2) ao longo do eixo X,
enquanto o outro foi diluido ao longo do eixo y. O volume final de cada poco foi de
200 pL, compreendidos por 10 pL de cada diluicdo do extrato e 180 L de caldo BHI
inoculado (10° UFC/ml). As microplacas foram incubadas por 24 h a 37 °C e, ap6s a
incubacdo, foram adicionados 30 pL do corante Resazurina (0,01% m/v) para
verificar em quais pog¢os houve crescimento bacteriano. Nos pocos em que nao
houve mudanca na cor do corante foi considerada auséncia de bactérias viaveis. A
analise foi realizada em triplicata. Os extratos de algas escolhidos para realizar essa
analise foram os extraidos por 2 dias com etanol 100% (v/v), ja que estes
apresentaram maior atividade antimicrobiana independentemente da alga.

Os extratos das algas Nori, Hijiki, Kombu e Wakame foram combinados, dois
a dois, de forma que todos os extratos fossem testados entre si. As combinagdes
foram: Nori x Hijiki; Nori x Kombu; Nori x Wakame; Hijiki x Kombu; Hijiki x Wakame;

Kombu x Wakame.
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Foram utilizadas concentracdes variando de 5000 pg/ml até 625 pg/ml,
(diluicdo seriada de razdo 2) Como controles foram utilizados os seguintes testes:
meio inoculado + etanol 100%, meio inoculado sem adi¢cdo de agente antimicrobiano
e meio inoculado + clorexidina.

Os indices FIC sdo calculados como FICA + FICg, onde FICA e FICg sdo as
concentragbes minimas que inibem o crescimento bacteriano para os extratos “A” e
“B”, respectivamente. Logo: FIC, = CIMa em combinagcdo/CIMa sozinho; e FICg =
CIMg em combinacdo/CIMg sozinho. Os resultados s&o interpretados como
sinergismo (FIC < 0,5), adigdo (0,5 < FIC < 1), indiferenga (1 < FIC < 4), ou

antagonismo (FIC > 4).

4.2.4 Atividade Antioxidante in vitro dos extratos etanélicos das algas

4.2.4.1 Atividade sequestradora do radical livre DPPH

A medida da atividade sequestradora do radical DPPH dos extratos foi
realizada de acordo com Brand-Willians, Cuverlier e Berset (1995). A mistura de
reacao foi constituida da adicdo de 0,5 mL das amostras, 3,0 mL de etanol e 0,3 mL
da solucéo do radical DPPH' 0,5 mM em etanol. A leitura da absorbancia foi feita em
espectrofotdbmetro a 517 nm apos 45 min de reacdo. As amostras foram avaliadas
nas concentracoes finais de 50 e 100 pg de compostos fendlicos/mL e a substancia
padrao (a-tocoferol) na concentracéo final de 100 ug/mL. A atividade antioxidante foi
calculada por meio da taxa de declinio da absorbancia da solucdo de DPPH que
continha as amostras e padrdo, apés 45 min de reacado (fase estavel) em relacdo a

solucao referéncia (DPPH em etanol), de acordo com a formula:

Acontrole

onde:

Aamostra = absorbancia da solucdo DPPH + amostras
Apranco = absorbancia da solugéo sem adicdo de DPPH
Acontrole = @absorbéancia da solucao referéncia de DPPH.
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4.2.4.2 Inibicdo da oxidacéo acoplada do sistema B-caroteno/acido linoléico

A inibicdo da oxidacdo acoplada do sistema [-caroteno/acido linoléico foi
avaliada de acordo com Emmons, Peterson e Paul (1999). Foram pesados 10 mg de
B-caroteno, os quais foram dissolvidos em 100 mL de cloroférmio. Apds isto, retirou-
se uma aliquota de 3 mL da solugao cloroférmio/B-caroteno e que foi adicionada a
40 mg de acido linoléico e 400 mg de Tween 40. Em seguida, o cloroférmio foi
removido sob corrente de gas nitrogénio e o residuo obtido redissolvido em 100 mL
de &gua previamente aerada durante 30 min. Aliquotas de 3,0 mL da emulsdo
B-caroteno/acido linoléico foram misturadas com 50 uL dos extratos de algas, nas
concetracbes de 50 e 100 pg/mL e da substancia padrdo (a-tocoferol) na
concentracdo de 100 pg/mL. A oxidacdo da emulsdo foi monitorada
espectrometricamente (Uv Mini 1240) a 470 nm, no tempo inicial e apés 120 min de
incubacéo, a 50 °C e, a atividade antioxidante, obtida a partir da taxa de degradacao
do controle (emulsdo sem o acréscimo de antioxidante) com a taxa de degradacédo

da emulsdo na presenca do padrdo ou amostras, de acordo com a formula:

AA (%) = [(DRc — DRs)/DRc] x 100

Onde:
DRc = taxa de degradacéo do controle: [In(a/b)/120]
DRs = taxa de degradacao na presenca do padrao ou extrato: [In(a/b)/120]

a“ e “b” sdo as absorbéncias no tempo inicial e no tempo final (120 min),

respectivamente.

4.2.5 Atividade antioxidante dos extratos de algas por meio de métodos
acelerados

4.2.5.1 Estabilidade oxidativa em 6leo — Rancimat
Amostras de 5 g de Oleo de soja fornecido pela empresa Cargill, Lote: 19229,

validade: 16/05/2011, sem adicdo de antioxidantes foram misturadas com os

extratos etanolicos a 60%, submetidos a 2 dias de extragéo, das algas marinhas Nori
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e Hijiki, nas concentracdes de 25, 50 e 100 pg/mL, com base no teor de compostos
fenolicos. Em seguida, a mistura foi submetida a temperatura de 110 + 1 °C sob
fluxo de ar seco a taxa de 9 L/h, conforme o método cd12b-92 (AOCS, 2003), em
equipamento Rancimat 743, Metrohm AG, CH-9100, Herisau, Switzerland. As
leituras de condutividade crescente, em funcdo do acumulo de compostos de
oxidacdo, compuseram a curva que, tracada em funcdo do tempo de reacdao,
permitiu o célculo do periodo de inducao (PIl). Um controle preparado com 6leo de
soja, sem antioxidante, e amostras contendo antioxidante sintético BHT, na
concentracdo de 100 pug/mL, também foram submetidas a essa andlise. O Fator de
Protecao (FP) foi calculado usando a seguinte equacao:

FP= Pla

Plc

Onde: Pla = Periodo de inducdo do 6leo de soja com adicdo das amostras ou
padrao.
Plc = Periodo de inducao do controle (6leo de soja sem adicdo das amostras

ou padréo).

4.2.5.2 Estabilidade oxidativa de Minced de tilapia - Oxipres

4.25.2.1 Processamento do Minced

Para o teste em Oxipres, foram utilizados 12 exemplares de tilapias
(Oreochromis niloticus), perfazendo cerca de 6 Kg, adquiridas em uma rede de
supermercado, em Piracicaba, SP. Na Planta de Processamento do Departamento
de Agroindustria, Alimentos e Nutricdo, da ESALQ-USP, as tilapias foram
descamadas, evisceradas e descabecadas. A matéria-prima resultante, pesando
cerca de 3 Kg, foi processada conforme Angelini (2010), para a obtencédo de CMS.
ApoOs o processamento inicial, a CMS foi submetida ao procedimento de lavagem
com agua gelada (10 °C), na proporcao de 3 L de agua para 1 Kg de CMS, agitacéo
durante 2 min e repouso por 3 min. Em seguida, o material foi drenado para a

retirada do excesso de agua.
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4.25.2.2 Estabilidade oxidativa

Amostras de 50 g de Minced foram homogeneizadas com os extratos das
algas marinhas Nori e Hijiki, nas concentra¢cdes de 25, 50 e 100 pg/mL, com base no
teor de compostos fendlicos. Um controle sem antioxidante e o Minced contendo o
antioxidante sintético BHT, na concentragdo de 100 pg/mL, também foram
submetidas a essa andlise. Em seguida as amostras foram inseridas no
equipamento Oxipres, Mikrolab Asrhus, a temperatura de 100 °C e pressdo de
oxigénio de 0,5 MPa (DANISCO, 2007). As leituras do decaimento da presséo de
oxigénio, causada pela reacdo deste elemento com radicais livres produzidos pela
oxidacdo da amostra, compuseram a curva que, tracada em funcdo do tempo,
permitiu o calculo do periodo de inducéo.

O Fator de Protecao (FP) e a extensao da vida util em relagdo a amostra sem
antioxidante (EV) foram calculados usando as seguintes equacdes:

FP = Pla/Plc EV = (FP -1) x 100

Onde:
Pla = Periodo de inducdo da amostra com antioxidante (natural ou sintético)

Plc = Periodo de inducdo do controle (amostra sem antioxidante)

Para esta avaliacdo, o Minced foi dividido em oito tratamentos, sendo T1- sem
antioxidante; T2- BHT a 100 pug/mL; T3- Nori 25 pug/mL; T4- Nori 50 pg/mL; T5- Nori
100 pg/mL; T6- Hijiki 25 pg/mL; T7- Hijiki 50 pg/mL; T8- Hijiki 100 pg/mL.

4.2.6 Atividade antioxidante dos extratos de algas aplicados em Minced de
tilapia — Estudo da vida util

4.2.6.1 Processamento da CMS e do Minced de tilapia

Na Planta de Processamento, os peixes (item 4.1.2) foram pesados inteiros
(Figura 1), lavados com agua potavel, descamados, eviscerados e descabecados
(Figura 2). Ap6s nova lavagem, os peixes foram processados em despolpador

mecanico, marca HIGH TECH, modelo HT 100-C, para a obtencdo da CMS — carne
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mecanicamente separada (Figura 3) (ANGELINI, 2010). A CMS obtida foi lavada
com agua potavel, com minimo de 0,5 mg/L de cloro residual livre (BRASIL, 2011), a
10°C. Para a lavagem, foram utilizados 3 L de 4gua para 1Kg de CMS (Figura 4). Foi
feita homogeneizacdo, manualmente, por 3 min e, a seguir, 0 material permaneceu
em repouso por 3 min. A CMS lavada foi acondicionada em saco de nylon e
centrifugada para a drenagem do excesso de agua (Figura 5). Ao Minced (Figura 6),
foram adicionados os extratos das algas Nori e Hijiki, nas concentracdes de 25 e
50 pg/mL (com base no teor de compostos fendlicos totais). Uma amostra controle
foi preparada nas mesmas condi¢des, sem a adicdo dos extratos de algas e, como
controle positivo, foi adicionado ao Minced, o BHT a 100 pg/mL, totalizando 6
tratamentos. As amostras foram embaladas em porcbes de 300g em sacos de
polietileno, congeladas e estocadas a -18 “C. As andlises de composicéo centesimal,
acidos graxos, microbioldgicas, de frescor e sensorial foram realizadas no dia do
processamento (inicio) e aos 60, 120 e 180 dias de armazenamento.

Figura 1- Tilapias in natura

Figura 3- Obtenc&o da CMS Figura 4- Lavagem
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Figura 5- Drenagem Figura 6- Minced de tilapia

4.2.6.2 Composicdo quimica do Minced de tildpia

4.2.6.2.1 Teor de umidade

O teor de umidade foi determinado pela perda de peso da amostra em estufa
aquecida a 105 + 1°C, até peso constante (PREGNOLATO; PREGNOLATO, 1985).

Os resultados foram calculados em base Umida e expressos em g/100.

4.2.6.2.2 Proteina Bruta

A proteina bruta foi quantificada mediante a determinacédo do nitrogénio total,
pelo método de Microkjeldahl, utilizando o fator 6,25 para conversdo do valor de
nitrogénio em proteina (JOHNSON; ULRICH, 1974). Os resultados foram calculados
em base Umida e expressos em g/100.

4.2.6.2.3 Lipideos Totais
O teor de lipideos foi determinado por meio do método de Soxhlet, utilizando

hexano como solvente extrator (PREGNOLATTO; PREGNOLATTO, 1985). Os
resultados foram calculados em base Umida e expressos em g/100.
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4.2.6.2.4 Perfil e teor de acidos graxos

Apbs a extracdo dos lipideos, seguiu-se com o preparo dos ésteres metilicos
de &cidos graxos. Foram pesados cerca de 100 mg da amostra em tubo de
centrifuga de 20 mL com tampa. Foram adicionados 2 mL de n-hexano e em seguida
0,2 mL de solucdo metanolica de KOH 2 M. O tubo foi fechado e agitado em vortex
por 30 seg. Foram adicionados 3 mL de solucéo saturada de cloreto de sodio. A
mistura foi deixada em repouso até a separacdo das fases. A fase superior foi
utilizada para a analise por cromatografia em fase gasosa. Foi utilizado cromatografo
gasoso, marca Young Li, modelo 6000 series, com detector de ionizacdo de chama,
com as seguintes condi¢des operacionais: coluna Supelco 2560 com dimensdes de
10m x 0,25mm x 0,2 um; programacdo da temperatura da coluna para 45 °C por
4 min, primeira rampa de 13 °C/min até 175 °C (27 min), segunda rampa de 4 °C/min
até 215 °C (35 min), temperatura do injetor 220 °C, temperatura do detector 220 °C e
razado de divisdo da amostra 1:50. Foi injetado 1 yL da amostra no cromatégrafo,
utilizando microsseringa de 10 pyL Os picos foram identificados por comparagdo com
os tempos de retencdo dos padrbes de ésteres metilicos com os componentes
separados da amostra, utilizando-se o software YL-Clarity (INSTITUTO ADOLFO
LUTZ, 2008).

4.2.6.25 Cinza

A fracéo cinza foi determinada por incineracdo da matéria organica, em forno
mufla a 550 °C, até peso constante. Os resultados foram calculados em base Umida
e expressos em g/100 (PREGNOLATO; PREGNOLATO, 1985).

4.2.6.3 Cor instrumental

Para a determinagdo da medida fisica da cor foi utilizado um colorimetro
portatii da marca Minolta Chroma Meter, modelo CR-400, no qual se realizou a
leitura dos parametros L* (luminosidade), a* (intensidade de vermelho/verde) e
b* (intensidade de amarelo/azul) do sistema CIELab, com fonte iluminate D65,

calibrado em porcelana branca padrdao com Y=93,7; x=0,3160 e y= 0,3323. As
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leituras foram realizadas na superficie das amostras inteiras, sobre uma superficie

opaca.

4.2.6.4 Avaliacao do frescor

4.2.6.4.1 pH

A mensuracao do pH foi realizada por meio de potencidémetro digital Digimed,
sendo utilizados 10 g de amostra e 100mL de 4gua destilada, conforme Pregnolatto
e Pregnolatto (1985).

4.2.6.4.2 Bases Nitrogenadas Volateis Totais (BNVT)

Para a realizacdo dessa analise foi efetuada uma adaptacdo, segundo Savay-
da-Silva et al. (2008), a partir do método de destilagdo, descrito em “Métodos
analiticos fisico-quimicos para controle de produtos carneos e seus ingredientes:sal
e salmoura”, da normativa n°® 20 de 21 de julho de 1999 (BRASIL, 1999). Foram
homogeneizados 50 g de amostra com 150 mL de acido tricoloroacetico para a
precipitacdo do nitrogénio protéico. O filtrado, contendo o nitrogénio volatil, foi
alcalinizado a vapor, recebido em solucao de acido bérico e titulado com solucédo de
acido sulfarico 0,01N, padronizado em presenca de indicador misto. O calculo do

teor de BNVT foi obtido pela formula:

BNVT mg/100g = (14 x190xV x F x N x 100)
(PxV)

onde:

V: volume de H,SO, titulado
F: fator de corre¢ao do H,SO,4
N: normalidade do H,SO4

P: peso da amostra

V’: volume da aliquota do filtrado
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4.2.6.4.3 Substancias Reativas ao Acido Tiobarbitirico (TBARS)

O teor de substancias reativas ao acido tiobarbitdrico, indicador
de peroxidacdo lipidica, foi avaliado pelo método de extracdo em &cido
tricloroacético (TCA), conforme Vyncke (1970), utilizando o Tetrametoxipropano
para a obtencdo da equacdo de reta utilizada no célculo dos valores de TBARS
(y = 104,7x + 0,011).

Para a extracdo dos aldeidos foi preparado um extrato acido aquoso
homogeneizado em Ultra-Turrax, com 5 g de amostra e 25 mL de Aacido
tricoloroacético (TCA) diluido em propil galato (PG) e um agente quelante, o EDTA
sédico, com a finalidade de evitar a formacdo errbnea de malonaldeido ou outras
substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBA) durante mistura e filtracdo da
amostra. Esse extrato filtrado reagiu com a solucéo de TBA sob aquecimento (95 °C)
por 40 min, em banho-maria, para a formacdo do complexo colorido, o qual foi
medido em espectrofotdmetro Fenton 600 Plus, no comprimento de onda de 532 nm.
Os resultados foram expressos em “valor de TBARS”, definido como mg de

malonaldeido por Kg de amostra.

4.2.6.5 Avaliagao microbiolégica

Foram realizadas as analises microbiologicas previstas pela ANVISA para
produtos derivados de pescado (surimi e similares) e produtos a base de pescado
refrigerados ou congelados, através da RDC n° 12, de 2 de janeiro de 2001, que
preconiza: contagem de Staphylococcus aureus coagulase positiva, presenca de
Salmonella spp e Coliformes a 45 °C (BRASIL, 2001). Além destas analises, foram
determinadas por plagueamento a Contagem Total de Aerobios Mesodfilos e

Psicrotroéficos.

4.2.6.5.1 Staphylococcus aureus coagulase positiva

Foram pesados 25 g de amostra e homogeneizados em 225 mL de agua
peptonada 0,1% estéril, obtendo-se a diluicdo 10™. A partir desta, foram feitas trés
diluicbes decimais em tubos, a partir de 1 mL e diluindo-se em 9 mL de agua

peptonada estéril. As placas contendo Agar Baird-Parker (BPA) foram preparadas
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48 h antecedentes ao teste. Foram inoculadas, por espalhamento em superficie,
aliquotas de 0,1; 0,3; 0,3 e 0,3 mL, totalizando 1 mL da diluicdo 10 e aliquotas de
0,1 mL, em duplicata, das diluicdes 1072 102 e 10™. O espalhamento do inéculo foi
realizado com alca de Drigalski. Apos a inoculacdo, as placas foram incubadas
invertidas em estufa a 37 °C, por 48 h. As colbnias tipicas foram isoladas e
destinadas aos testes de gram, catalase e coagulase. O resultado foi expresso em
UFC/g (SILVA et al., 2010).

4.2.6.5.2 Salmonella spp

Foram pesados 25 g de amostra e homogeneizados em 225 mL de Caldo
Lactosado e incubados a 37 °C, por 24 h. A seguir, 1 mL do caldo foi transferido para
tubo de ensaio com tampa de rosca contendo 9 mL de Caldo Tetrationato/ lodo-
lodeto e colocado em banho-maria a 45°C, por 6 a 8h. A seguir, 1,5 mL da cultura
foram transferidos para o kit 1-2 Test Salmonella da Biocontrol System INC, cod.
10107, o qual foi incubado a 35 °C, por 24 h. O resultado foi expresso como

auséncia ou presenca em 25 g (SILVA et al., 2010).
4.2.6.5.3 Coliformes totais e termotolerantes a 45 °C

Foram pesados 25 g de amostra e homogeneizados em 225 mL de agua
peptonada 0,1% estéril, obtendo-se a diluicdo 10™. A partir desta, foram feitas quatro
diluicbes decimais em tubos, a partir de 1 mL e diluindo-se em 9 mL de agua
peptonada estéril. A determinacdo de coliformes a 45 °C foi realizada através da
inoculacdo em série de 3 tubos da amostra em LST (Caldo Lauril Sulfato Triptose),
no qual aliquotas de 1 mL das diluicdes 10" a 10 foram transferidas para tubos
com este meio de cultura e incubados a 37 °C, por 48 h. A positividade foi indicada
pela turvacdo do meio e formacao de gas nos tubos de Durhan. Para confirmacéo de
coliformes totais, os tubos que apresentaram formacédo de gés e turvacdo do meio
tiveram aliquotas passadas para tubos de Caldo VB, através de uma alca
microbiolégica, e foram incubados a 37 °C por 24 h. A positividade foi indicada pela
turvacdo e formacgéo de gas nos tubos de Durhan. Para confirmagéo de coliformes
termotolerantes, os tubos que apresentaram formacédo de gas e turvacdo do meio

LST tiveram aliquotas passadas para tubos de Caldo EC, através de uma alca
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microbiolégica, e foram incubados a 37 °C por 24 h; A positividade foi indicada pela
turvacdo e formagdo de gas nos tubos de Durhan. Os resultados foram obtidos
através da tabela de Numero Mais Provavel — NMP e expressos em NMP/g
(SILVA et al., 2010).

4.2.6.5.4 Contagem Total de Aerobios Mesoéfilos e Psicrotroficos

Foram pesados 25 g amostra e homogeneizados em 225 mL de agua
peptonada 0,1% estéril, obtendo-se a diluicdo 10™. A partir desta, foram feitas cinco
diluicbes decimais em tubos, a partir de 1 mL e diluindo-se em 9 mL de agua
peptonada estéril. Aliquotas de 1 mL das diluicées de 10 a 10° foram inoculadas,
em duplicata para cada andlise, em placas de Petri e, em seguida, foi adicionado o
Plate Count Agar (PCA). Apds a homogeneizacdo e completa solidificagcdo do meio
de cultura, as placas foram incubadas invertidas em estufa a 35 °C por 48 h, para a
contagem de aerdbios mesofilos, e em BOD (Biological Oxygen Demand) a 20 °C
por 72 h, para a contagem de psicrotéficos. Os resultados foram expressos em
UFC/g (SILVA et al., 2010).

4.2.6.6 Anéalise Sensorial

A realizacdo desta andlise sensorial foi aprovada pelo Comité de Etica na
Pesquisa, da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” (ESALQ/USP) sob
protocolo n°® 94, divulgado pela circular COET/127 (ANEXO A). A analise sensorial
foi realizada por meio da avaliagéo da intensidade da alteracdo na cor do Minced e
aroma de ranco. A avaliacdo ocorreu por meio de uma escala hedénica estruturada,
na qual os extremos representam (1) auséncia e (9) intenso (Figura 7). Os testes
foram realizados por uma equipe de 12 provadores treinados (funcionarios e

estudantes da ESALQ — USP), com faixa etaria entre 18 e 40 anos.
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Andlise Sensorial de Minced de Tilapia

Nome: Data:

Muito obrigada por participar da nossa pesquisa. Vocé recebera quatro amostras
de Minced de tilapia as quais vocé deverd atribuir notas de 1 (auséncia) a 9

(intenso) de acordo com a intensidade do critério.

Marque com um X a intensidade do aroma de ranco que vocé atribui a cada

amostra.

Amostra | 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Marque com um X a intensidade da alteracdo na cor que vocé atribui a cada

amostra.

Amostra | 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Comentarios:

Figura 7- Ficha para analise sensorial, apresentada aos provadores

Dos 6 tratamentos elaborados (Minced com BHT; Minced sem antioxidante;

Minced adicionado de Nori, em 2 concentragdes; e de Hijiki, em 2 concentragdes),

cada provador treinado recebeu 4 amostras (4 tratamentos) de forma aleatéria, em

cabines individuais, sob luz branca normal, no Laboratério de Andlise Sensorial do

Departamento de Agroindustria, Alimentos e Nutricdo da ESALQ-USP. As amostras

do tempo zero, 60, 120 e 180 dias foram apresentadas em pratos de ceramica e

codificadas com numeros de 3 digitos, selecionados aleatoriamente.
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4.2.7 Andlise Estatistica

Para os parametros: teor de compostos fendlicos, atividade antioxidante in
vitro e atividade antioxidante por métodos acelerados, a avaliacdo estatistica dos
resultados foi realizada por meio do software SAS 9.2, pela andlise de variancia
(ANOVA) e aplicado teste de Tukey para observar as diferencas significativas entre
os valores médios (p< 0,05).

Para o armazenamento congelado do Minced também foi utilizado o software
SAS 9.2. Um estudo de suposi¢cbes foi preliminarmente conduzido no qual se
testaram os dados para homogeneidade de variancia, auséncia de valores
discrepantes e, quando necessario, foram adotadas medidas saneadoras. Os dados
foram analisados através de modelo de andlise de variancia apropriado para
experimentos casualizados em blocos com parcelas subdivididas, com teste para

comparacao de médias (p< 0,05).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Algas marinhas

A alga Nori, derivada da espécie Porphyra tenera, é utilizada na culinaria
japonesa para a preparagao do tradicional sushi. As algas Hijiki (Hijikia fusiformis),
Wakame (Undaria pinnatifida) e Kombu (Laminaria japonica) sao utilizadas como
condimentos em diversos pratos, como saladas e sopas (YUAN; BONE;
CARRINGTON, 2005; YUAN; WALSH, 2006). A alga Nori apresentou cor verde
brilhante enquanto que a alga Kombu apresentou-se na cor marrom (Figura 8). As
algas Wakame e Hijiki apresentaram-se negras. Com relagdo a procedéncia, as
algas Hijiki, Nori e Kombu foram importadas da China e a alga Wakame foi

importada do Japao.

Figura 8 — Aspecto in natura das algas marinhas. A -Wakame (Undaria pinnatifida),
B- Hijiki (Hijikia fusiformis), C — Nori (Porphyra tenera), D - Kombu
(Laminaria japonica)
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5.2 Preparacdo dos extratos etanolicos de algas marinhas

Na Figura 9 pode-se observar que a concentracdo do solvente utilizado e o

tempo de extracdo determinaram a cor final dos extratos.

Figura 9 — Extratos etandlicos das algas marinhas. A- Wakame (Undaria pinnatifida),
B- Hijiki (Hijikia fusiformis), C — Nori (Porphyra tenera), D - Kombu
(Laminaria japonica). 1- etanol 60%, 7 dias de extracdo; 2- etanol 60%,
2 dias de extracdo; 3- etanol 80%, 7 dias de extracdo; 4- etanol 80%,
2 dias de extracdo; 5- etanol 100%, 7 dias de extracdo; 6- etanol 100%,
2 dias de extragdo
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5.3 Espectros de absorc¢éo e teor de compostos fendlicos dos extratos de
algas

Os espectros de absor¢do na regido do UV-Visivel dos extratos etandlicos de
algas marinhas estéo ilustrados a seguir. Os compostos fendlicos, de modo geral,
apresentam o pico de absorcdo da luz ultravioleta na faixa de 250 e 350 nm
(MABRY; MARKHAM; THOMAS, 1970). A altura do pico pode indicar a
concentracao de tais compostos no extrato (CABRAL et al., 2009).

Pode-se observar que o pico de absorbancia maxima para a alga Wakame
(Figura 10) variou de 268 a 270 nm, sendo semelhante ao comprimento de onda
absorvido pela alga Hijiki (Figura 11), entre 266 a 273 nm. Porém, seus perfis de
absorcdo sao distintos. Para a alga Nori (Figura 12), os comprimentos de onda
variaram entre 330 e 338 nm, indicando que 0s compostos presentes nesta alga
podem pertencer a uma subclasse de fendlicos diferente dos presentes nas algas
Wakame e Hijiki. A alga Kombu (Figura 13) ndo apresentou picos de absorcéo

significativos na regido que compreende os compostos fendlicos.
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Sendo assim, os resultados indicam de forma preliminar que as algas Nori e
Hijiki, por apresentarem os maiores picos de absor¢édo na regido descrita, podem
possuir alto teor de compostos fendlicos. Para confirmar esta hipotese, o teor de
compostos fenolicos de cada extrato foi analisado.

O reagente de Folin-Ciocalteau determina o teor de compostos fendlicos por
meio da reducdo dos anions amarelos de heteropolifosfomolibdato-tungstato,
produzindo coloracdo azulada-acinzentada (ATHUKORALA; KIM; JEON, 2006). De
acordo com a Tabela 1 foi possivel observar diferencas estatisticamente
significativas entre os solventes de extragdo, o tempo de extracdo e as algas. Para
Nori, Kombu e Hijiki, o etanol a 60% (v/v) foi o solvente mais eficiente para extrair
este tipo de compostos. Para a alga Wakame, o maior teor de fendlicos foi obtido
pela extracdo com etanol 80% (v/v). Lullier; Horta; Falkenberg (2006) utilizaram em
suas pesquisas extratos de algas que foram preparados com sete dias de extracao.
No presente experimento, testou-se também 2 dias de extracdo e, na maioria dos
casos, ndo houve diferenca significativa de quando se manteve a alga e o solvente
extrator por 7 dias. Esse resultado é interessante por demonstrar que, em termos de
teor de compostos fendlicos, a extragdo possui a mesma eficiéncia quando feita com
2 e 7 dias de armazenamento; ha possibilidade, portanto, de reduzir o tempo para o

preparo dos extratos.

Tabela 1- Compostos fendlicos totais dos extratos de algas marinhas

Fendlicos Totais (mg AG/g alga)*

Extracao
Nori Kombu Hijiki Wakame
60% -7 dias  6,61+0,14° 0,60+0,03* 6,04+0,12% 0,76+0,02°
60% -2dias  7,95+0,21% 0,54+0,05* 6,01+0,18% 0,66+0,08"
80% -7dias 540+0,26° 051+0,22% 240+0,09° 166+0,12°
80% -2 dias 506+0,06° 041+0,03%® 284+017° 1,47+0,13°
100% - 7 dias  0,99+0,02¢ 0,17+0,01™ 0,22+0,04° 1,40+0,29°
100% - 2 dias  0,69+0,24° 0,13+0,00¢ 0,22+0,01°% 0,51+0,09°

* teor de compostos fendlicos totais expressos como equivalentes de acido galico (mg AG/g)
Valores representam as médias = desvio padrao (n=3). Médias das colunas seguidas de letras
diferentes sao significativas em nivel de 5% (Teste de Tukey p<0,05).
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A comparacdo do teor de compostos fendlicos entre as algas pode ser
observada na Figura 14. Para isso, foram eleitas as melhores combinagdes (alga x
tempo de extracdo x solvente) considerando a vantagem do menor tempo de
extracdo e uma maior proporcao de agua no solvente, o que promove a reducdo dos
custos para a obtencéo dos extratos.

As algas Nori e Hijiki apresentaram os maiores teores de compostos fendlicos,

respectivamente, de 7,95 e 6,01 mg AG/g de alga.

Alga

Hijiki 60% - 2 dias | By 601D

Wakame 80%- 2 dias W 147c

Kombu 60%- 2 dias M 0,544

Nori60% - 2dias T 7 o5

0 2 4 6 8 10

Fendlicos Totais (mg AG/g de alga)

Figura 14- Concentracao fendlica das algas, em relacdo as extragdes consideradas

mais eficientes

Teor de compostos fendlicos totais expressos como equivalentes de acido galico (mg AG/g)
Médias seguidas de letras diferentes sao significativas em nivel de 5% (Teste de Tukey p<0,05)

Para os extratos da alga vermelha Nori e da alga parda Wakame foram
encontrados, de acordo com Onofrejova et al. (2010), valores de compostos
fendlicos de 0,0019 mg AG/g e 0,001mg AG/g, respectivamente. Dentre os fendlicos,
os autores verificaram altas concentracdes de acido p-hidroxibenzdico, acido 2,3-
diidroxibenzoico, 3,4-diidroxibenzaldeido, além de acido salicilico, acido cinamico e
caféico. Wang et al. (2009) encontraram para o teor de compostos fendlicos da alga
vermelha Rhodomela confervoides cerca de 24 mg AG/g e Yuan, Bone e Carrington
(2005) detectaram para a alga vermelha Dulse (Palmaria palmata) o teor de 1,03 mg
AG/g.
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Raymundo, Horta e Fett (2004) encontraram valores de fendlicos totais para a
alga verde Enteromorpha intestinalis de 6,01lmg AG/g, valor semelhante ao
observado neste experimento para a alga parda Hijiki. Em 2006, Yuan e Walsh
avaliaram o teor de compostos fendlicos da alga Laminaria setchellii, que pertence

ao mesmo género da alga Kombu, da ordem de 1,84 mgAG/g.

5.4 Atividade antioxidante in vitro dos extratos de algas marinhas

Os extratos de algas foram avaliados com relacdo a capacidade de
sequestrar radicais livres DPPH; estes tém sido extensivamente usados para avaliar
substancias redutoras com capacidade sequestrante de radicais livres de produtos
naturais (WANG et al., 2009).

Observa-se na Tabela 2 que, para a maioria dos extratos, os melhores
resultados, levando em consideracdo o menor tempo de extracdo, foram obtidos
com dois dias de extracdo, com excecao de Nori, Kombu e Wakame que, quando
extraidas com etanol 100% (v/v), alcancaram os melhores resultados, com 7 dias de
extracdo. Pode-se verificar também que a resposta antioxidante foi dependente da
concentracdo do extrato, ja que os resultados mais expressivos foram obtidos com a
maior concentragao testada, que foi de 100 pg/mL.

Além disso, nota-se que as algas, ao serem extraidas com diferentes
solventes, demonstram diferentes potenciais antioxidantes. Esse fato corrobora com

os resultados encontrados por Duffy e Power (2001) e Ismail e Hong (2002).
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Tabela 2- Atividade antioxidante dos extratos de algas marinhas, avaliada pelo
método de sequestro de radicais livres DPPH

Extratos de

Atividade Antioxidante (%)

I 7 dias de extracao 2 dias de extracao
algas

50 pg/mL 100 pg/mL 50 pg/mL 100 pg/mL
Nori 60% 90,06 +0,1% 90,68+02% 8943+0,1% 90,68+0,2%
Nori 80% 8252+14° 9215+0,1% 8325+02° 9262+03°%
Nori 100% 13,44+0,3°¢ 30,15+0,1® 10,02+02° 2292+1,0°
Hijiki 60% 81,12+1,3° 84,39+0,4° 7522+26° 9573+0,4°2
Hijiki 80% 36,21 +1,7° 59.83+05% 4343+35° 6325+05°
Hijiki 100% 1,09+09% 412+11%® 489+18% 529+1,1°%
Kombu 60% 17,64 +1,4° 3473+222% 1748+19° 3069+31°
Kombu 80% 20,98+29° 3279+05% 1927+19° 3264+20°
Kombu 100% 6,14+26° 1274+10® 1,71+0,5% 6,76 +0,8 "
Wakame 60%  14,22+28" 1981+02% 971+38 25,18+0,8%
Wakame 80%  18,49+09° 37,30+0,2?% 17,17+0,9° 3264+12°%
Wakame 100%  521+15" 971+0,7% 427+20"  793+12%

Valores representam as médias + desvio padrdo (n=3).

diferentes sao significativas em nivel de 5% (Teste de Tukey p<0,05).

Médias das linhas seguidas de letras

A comparacao da atividade antioxidante avaliada pelo método de sequestro
de radical livre DPPH entre os extratos mais potencialmente ativos e com menor
tempo de extracdo (destacados na Tabela 2), e o padrdo de atividade antioxidante
utilizado (a-tocoferol) esta demonstrada na Figura 15. Os resultados revelaram que
as algas Hijiki (etanol 60%, 2 dias de extra¢céo) e Nori (etanol 60% e 80%, 2 dias de
radicais livres DPPH

extragdo) apresentaram potencial para sequestrar 0sS

estatisticamente semelhantes ao padrao a-tocoferol.
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Hijiki 100%
Hijiki 80%
Hijiki 60%

H 5,29g

M 63,25¢C
W 95733

Wakame 100%
Wakame 80%
Wakame 60%

Kombu 100%
Kombu 80%
Kombu 60%

MNori 100%
Nori 80%
MNori 60%

92,62 ab
90,68 b

a-tocoferol $6,43 a

0 20 40 60 80 100

% Atividade Antioxidante

Figura 15- Atividade antioxidante das algas marinhas, pelo método do sequestro de

radicais livres DPPH

Médias seguidas de letras diferentes sao significativas em nivel de 5% (Teste de Tukey p<0,05)

A habilidade para reduzir ou sequestrar radicais pode trazer beneficios para
estender a vida util de alimentos processados, durante a distribuicdo e o
armazenamento destes (YUAN; BONE; CARRINGTON, 2005). Yan et al. (1999)
avaliaram a atividade antioxidante de extratos metandlicos das algas Wakame, Hijiki
e Kombu e encontraram valores de 36,4%, 65,0% e 37,0% respectivamente, o que
corrobora com os resultados obtidos neste experimento e apresentados na Figura
15. Duan et al. (2006) encontraram atividade antioxidante, para este mesmo método,
de 67,9% para o extrato bruto da alga vermelha Polysiphonia urceolata. Wang
et al. (2009) ao analisarem esta atividade em Laminaria hyperborea, alga de mesmo
género da alga Kombu, detectaram 38,8% de atividade, valor sendo semelhante ao
que pode ser observado na Figura 15, para Kombu extraida com etanol 60 e 80%.

Os extratos de algas também foram avaliados com relacéo a capacidade de
inibir a oxidagdo acoplada ao sistema [-caroteno/acido linoléico. A Tabela 3
demonstra que na maioria dos extratos os melhores resultados, considerando a
analise estatistica e o tempo de extracao, foram obtidos com dois dias de extracao,

com excecao da alga Hijiki. Este comportamento foi semelhante ao encontrado para
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0 método de sequestro de radicais livres DPPH. Pode-se verificar também que a
resposta antioxidante foi parcialmente dependente da concentracdo do extrato, ja
gue os resultados mais expressivos foram obtidos com a maior concentracao
testada, que foi de 100 pg/mL, com excecdo de Hijiki (etanol 60% e 100%) e
Wakame (etanol 80%).

Tabela 3- Atividade antioxidante dos extratos de algas pelo método da inibicdo da

oxidacao acoplada do sistema B-caroteno/acido linoléico

Atividade Antioxidante (%)

Extratos de algas 7 dias de extracao 2 dias de extracao

50 pg/mL 100 pg/mL 50 pg/mL 100 pg/mL
Nori 60% * 4661+21° 3728+59° 61,18+55?2
Nori 80% * 441+1,4° 146+1,4° 4967 +8,1°2
Nori 100% * * 13,74+15% 1492+16°%
Hijiki 60% 2099+21% 2166+23% 1283+05° 1803+15°?
Hijiki 80% 19,13+32% 24,73+1,9% 11,71+21° 1437+1,9"

Hijiki 100% 1457+222% 1203+19%® 6,77+0,4¢ 338+1,0¢
Kombu 60% 5368+3,1° 5883+65° 6868+30% 7319+443%
Kombu 80% 3021+46% 4531+42° 4021+13° 6284+45°%
Kombu 100% 1823+40°% 270+15% 225+33"° 3306+19%2
Wakame 60% * 226+03° 1577+21° 2119+15%2
Wakame 80% * 472+11° 2381+252% 2368+57°2
Wakame 100% * * 869+12° 11,71 +0,7 a

Valores representam as médias (n=3)

Médias das linhas seguidas de letras diferentes sao significativas em nivel de 5% (Teste de Tukey
p<0,05)

* atividade n&o detectada
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A comparacdo da atividade antioxidante pela inibicdo da oxidagéo acoplada
do sistema B-caroteno/4cido linoléico entre os extratos mais potencialmente ativos, e
com menor tempo de extracdo, e o padrdo de atividade antioxidante utilizado
(a-tocoferol) pode ser feita ao observar a Figura 16. Os resultados revelaram que a
alga Kombu (etanol 60%) apresentou potencial de inibicdo da peroxidacao lipidica

estatisticamente semelhante ao padréao a-tocoferol, seguida pela Nori (etanol 60%).

Hijiki 100% = 14,57fg
Hijiki 80% B+ 24,73 ef
Wakame 100% 11,71¢g
Wakame 80% 23,68 ef
Wakame 60% | 21,19 fg
Kombu100% 33,06e
Kombu 80% 62,84 bc
Kombu60% | 73,19 ahb
Nori 100% |
MNori 80%
Nori 60%
a-tocoferol

4] 20 40 60 80 100
% Atividade Antioxidante

Figura 16- Atividade antioxidante das algas marinhas, pelo método da oxidacéo

acoplada do sistema 3-caroteno/4cido linoléico

Médias seguidas de letras diferentes sdo significativas em nivel de 5% (Teste de Tukey p<0,05)

Ismail e Hong (2002) avaliaram a atividade antioxidante por meio do método
do B-caroteno de extratos aquosos de Nori, Kombu, Wakame e Hijiki e encontraram
valores, respectivamente, de 51%, 54%, 31% e 46%. Diferencas entre os resultados
da atividade antioxidante podem acontecer por diversas causas, como a

concentracdo da amostra e 0 método de determinacdo (CABRAL et al., 2009).
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Para o extrato metandlico da alga vermelha Rhodomela confervoides, o poder
antioxidante encontrado foi de 84% (WANG et al., 2009) e de 97,3% para o0 extrato
metandlico da alga vermelha Polysiphonia urceolata (DUAN et al., 2006), sendo que
ambos resultados foram dose-dependentes.

A atividade antioxidante determinada pelo teste de sequestro do radical
DPPH, neste experimento, parece ndo seguir 0 mesmo comportamento quando
determinada pelo método de descoloragao do 3-caroteno, com excecao a alga Nori,
gue apresentou alta atividade antioxidante nos dois métodos utilizados. Estas
diferengcas podem estar relacionadas com o fato de que, em sistemas lipofilicos, as
taxas de reacdes de sequestro podem ser influenciadas pelo coeficiente de particdo
dos compostos, entre a fase aquosa e lipidica e, desta forma, reduzir a
disponibilidade dos compostos polares para rea¢cdo com o radical ndo-polar LOO
(CABRAL et al., 2009).

A correlacdo entre o teor de compostos fendlicos e a atividade antioxidante
dos extratos mais bioativos foi analisada. Para a atividade sequestradora do radical
livre DPPH, a correlacdo apresentou-se positiva, de moderada a forte (r=0,92). Uma
correlacdo mais baixa, porém ainda positiva (r=0,27) foi observada entre os
compostos fendlicos e a atividade antioxidante pela oxidagdo do sistema [-

caroteno/acido linoléico (Tabela 4).

Tabela 4- Coeficiente de correlacéo (r) entre o teor de compostos fendlicos totais e a

atividade antioxidante

Correlacao r
DPPH x compostos fendlicos 0,92
Oxidacao do acido linoléico x compostos fendlicos 0,27

A correlagéo positiva indica que os compostos fendlicos possuem importante
funcdo na atividade antioxidante apresentada pelos extratos de algas marinhas, mas
certamente, outros fatores também estdo envolvidos. Esta correlacdo positiva entre
o teor de polifendis de algas e a atividade antioxidante tem sido comprovada pelos
trabalhos de Yen e Duth (1993), Siriwardhana et al. (2003), Karawita et al. (2005),
Athukorala et al. (2006), Cabral et al. (2009) e Cabral et al. (2010).
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Takamatsu et al. (2003) atribuiram a atividade antioxidante dos organismos
marinhos a presenca de clorofilas, carotendides e derivados de tocoferol, como a
vitamina E e, também, a isoprendides, que sdo estruturalmente relatados como
antioxidantes derivados de plantas. De acordo com Yan et al. (1999), a fucoxantina é
o carotendide mais encontrado em Hijikia fusiformis (Hijiki) e em Undaria pinnatifida
(wakame) (PRABHASANKAR et al., 2009) e € conhecido pelas suas propriedades
antioxidantes. Yuan, Bone e Carrington (2005) descreveram que as algas sdo
conhecidas por possuirem moléculas antioxidantes, tais como carotenoides
(fucoxantina, a- e pB- caroteno), catequinas (catequina, epigalocatequina
e epigalocatequina galato), florotaninos (floroglucinol, eckol) e tocoferois

(a-,y-,6- tocoferol).

5.5 Atividade antimicrobiana dos extratos de algas marinhas

Com relacdo aos testes de atividade antimicrobiana, apés o periodo de
incubacéo foi possivel observar, pela Tabela 5, que os extratos etanolicos de algas
marinhas ndo apresentaram atividade antimicrobiana contra as bactérias Escherichia
coli (ATCC 25922), Salmonella Enteritidis (ATCC 13076) e Sthapylococcus aureus
(ATCC 25923). Com relacdo as bactérias Listeria monocytogenes (ATCC 7644) e
Klebsiella pneumoniae (ATCC 13883), observou-se que todos os extratos etandlicos
a 100% (v/v) apresentaram atividade inibitoria, independente do tempo de extracao.
Dos extratos obtidos com etanol 80% (v/v), apenas os extratos das algas Hijiki e
Kombu, com 7 dias de extracdo, apresentaram inibicdo a K. pneumoniae, enquanto
o extrato da alga Kombu, extraido por 2 dias, apresentou atividade inibitoria contra L.

monocytogenes.



Tabela 5- Concentracao Inibitéria Minima (ug/mL) dos extratos de algas marinhas

S. Enteritidis E. coli S. aureus K.pneumoniae L.monocytogenes

Nori 60%; 2d nd nd nd nd Nd
Nori 80%; 2d nd nd nd nd Nd
Nori 100%; 2d nd nd nd 78,12-156,25 39,06-78,12
Nori 60%; 7d nd nd nd nd Nd
Nori 80%; 7d nd nd nd nd Nd
Nori 100%; 7d nd nd nd 19,53 - 39,06 39,06-78,12
Hijiki 60%; 2d nd nd nd nd Nd
Hijiki 80%; 2d nd nd nd nd Nd
Hijiki 100%; 2d nd nd nd 19,53 - 39,06 19,53-39,06
Hijiki 60%; 7d nd nd nd nd Nd
Hijiki 80%; 7d nd nd nd 312,5 -625 Nd
Hijiki 100%; 7d nd nd nd 78,12-156,25 78,12-156,25
Wakame 60%; 2d nd nd nd nd Nd
Wakame 80%; 2d nd nd nd nd Nd
Wakame 100%; 2d nd nd nd 19,53 - 39,06 19,53-39,06
Wakame 60%; 7d nd nd nd nd Nd
Wakame 80%; 7d nd nd nd nd Nd
Wakame 100%; 7d nd nd nd 39,06- 78,12 19,53-39,06
Kombu 60%; 2d nd nd nd nd Nd
Kombu 80%; 2d nd nd nd nd 2500-5000
Kombu 100%; 2d nd nd nd 19,53 - 39,06 19,53-39,06
Kombu 60%; 7d nd nd nd nd Nd
Kombu 80%; 7d nd nd nd 1250-2500 Nd
Kombu 100%; 7d nd nd nd 19,53 - 39,06 39,06-78,12

* nd: atividade nao detectada nas concentragdes maximas testadas.

2 d: 2 dias de extracdo; 7d: 7 dias de extracéo.

8
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Nao houve relagdo entre o teor de compostos fendlicos e a atividade
antimicrobiana dos extratos. Apesar do etanol a 60 e 80% (v/v) terem sido os
sistemas de solventes que extrairam o0s maiores teores de compostos fendlicos,
esses extratos ndo apresentaram atividade antimicrobiana contra as bactérias
testadas.

Em termos de CIM, um questionamento comum em muitos artigos € o
relacionado as altas concentracdes de extrato bruto utilizadas no teste. De acordo
com Rios e Recio (2005), a ocorréncia de atividade interessa nos casos de
concentracbes abaixo de 100 pg/mL para extratos brutos e de 10 pg/mL para
compostos isolados.

Com base nestes dados, € possivel afirmar que varios extratos brutos de
algas marinhas, de acordo com a Tabela 5, podem ser considerados bioativos, ja
que apresentaram atividade inibitéria em concentragbes menores que 100 pg/mL.
Podem ser evidenciados os extratos 100% etandlicos de Nori (7 dias), Hijiki (2 dias),
Wakame (2 dias) e Kombu (7 dias e 2 dias), que apresentaram melhor desempenho,
com CIM entre 19,53 e 39,06 pug/mL, para Klebsiella pneumoniae.

O efeito antimicrobiano de extratos hexéanico e metandlico das algas
Mastocarpus stellatus, Laminaria digitata e Ceramium rubrum foram investigados por
Dubber e Harder (2008). O extrato metanolico de C. rubrum a 10 mg/ml e o extrato
hexanico de L. digitata, a 31 mg/ml, inibiram todas as bactérias testadas, apesar de
serem considerados, de acordo com Rios e Récio (2005), de altas concentracfes
para serem utilizadas em testes de atividade antimicrobiana (BANSEMIR et. al.,
2006).

A analise da CBM foi realizada apenas com as bactérias que apresentaram
resultado positivo quanto a Concentracdo Inibitéria Minima. Os resultados
encontrados estdo expressos na Tabela 6.

Os extratos etandlicos das algas marinhas apresentaram atividade bactericida
somente contra Klebsiella pneumoniae, sendo todos os extratos bioativos obtidos a
partir de solucdo etandlica 100% (v/v), independentemente do tempo de extracao, e

o de Kombu a concentracdo de 80% (v/v), com 7 dias de extracao.
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Tabela 6- Concentracdo Bactericida Minima (ug/mL) dos extratos de algas marinhas

K. pneumoniae L. monocytogenes

Nori 60%:; 2d
Nori 80%; 2d
Nori 100%; 2d

78,12-156,25

nd

Nori 60%; 7d
Nori 80%; 7d
Nori 100%; 7d

19,53 - 39,06

nd

Hijiki 60%; 2d
Hijiki 80%; 2d
Hijiki 100%:; 2d

39,06-78,12

nd

Hijiki 60%; 7d
Hijiki 80%; 7d
Hijiki 100%: 7d

nd
156,25-312,5

nd

Wakame 60%; 2d
Wakame 80%; 2d
Wakame 100%:; 2d

19,53-39,06

nd

Wakame 60%; 7d
Wakame 80%; 7d
Wakame 100%:; 7d

39,06-78,12

nd

Kombu 60%; 2d
Kombu 80%; 2d
Kombu 100%:; 2d

19,53-39,06

nd
nd

Kombu 60%:; 7d
Kombu 80%:; 7d
Kombu 100%; 7d

1250-2500
19,53 - 39,06

nd

nd: atividade ndo detectada. 2 d: 2 dias de extragdo; 7d: 7 dias de extracao.

As diferentes atividades encontradas podem ser explicadas pelo fato de que a
acao antimicrobiana dos compostos bioativos, geralmente presentes nas algas, esta
relacionada a inativagcdo de enzimas e as mudancas na permeabilidade das

membranas celulares dos microrganismos. O efeito antimicrobiano de produtos
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naturais torna-se, assim, especifico para cada espécie de microrganismo utilizado
(CARPES et al., 2009).

Apesar de haver relatos na literatura a respeito do efeito sinérgico entre
extratos de produtos naturais, este fato ndo foi observado para os extratos de algas
marinhas Nori, Kombu, Hijiki e Wakame, extraidos por 2 dias, com etanol 100%,
contra as bactérias Escherichia coli (ATCC 25922), Salmonella Enteritidis (ATCC
13076) e Sthapylococcus aureus (ATCC 25923). No teste, todos 0S pogos
apresentaram modificagdo na cor da Resazurina, evidenciando crescimento
bacteriano.

Apesar dos compostos fendlicos das algas ndo serem, aparentemente, 0s
responsaveis pela atividade antimicrobiana, esses compostos estdo intimamente
relacionados a atividade antioxidante dos extratos das algas marinhas. Com a
divergéncia entre os resultados de atividade biol6gica, surge a hipétese de que os
compostos responsaveis pela atividade antioxidante dos extratos de algas marinhas
podem ndo ser oS mesmos compostos responsaveis pela atividade antimicrobiana.
Seria interessante que as pesquisas futuras nesta area se direcionassem ao
isolamento e identificacdo dos compostos biologicamente ativos, de forma a
estabelecer marcadores quimicos para as algas marinhas, tornando a aplicacédo

deste produto natural mais especifica na industria de alimentos e farmacéutica.

5.6 Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia (CLUE)

Os compostos fendlicos tém sido muito estudados devido a sua influéncia na
qualidade dos alimentos. Diversos pesquisadores tém trabalhado na separacéo,
identificacdo, quantificacdo e utilizacdo dos compostos fendlicos em alimentos,
enfrentando muitos problemas metodoldgicos, pois além de englobarem muitas
substancias, como fendis simples, acidos fenodlicos, cumarinas, flavonoides, taninos
e ligninas, estes compostos apresentam, na maioria, polaridade elevada, sdo muito
reativos e suscetiveis a a¢do de enzimas (SOARES, 2002).

A UPLC (Ultra Performance Liquid Chromatography) é uma técnica que tem
gerado novas possibilidades na cromatografia liquida, especialmente no que
concerne a diminuicdo no tempo de andlise e no consumo de solventes. De acordo
com Novakova, Matysové e Solich (2006), em UPLC € possivel manter a resolucédo e

sensibilidade dos resultados, em termos comparativos a HPLC.
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Na Figura 17 estdo apresentados os cromatogramas das algas Nori e Hijiki,
extraidas com etanol 60%, durante 2 dias. Estas algas foram escolhidas por
apresentarem o0s maiores teores de compostos fendlicos, além de expressiva
atividade antioxidante in vitro. Com os padrdes de compostos fendlicos utilizados, foi
possivel detectar a presenca, na alga Nori, dos &cidos clorogénico (2,919/1009),
vanilico (383 mg/kg) e caféico (382 mg/kg). Na alga Hijiki foram detectados os acidos
clorogénico (3,539/1009), caféico (104 mg/kg) e 2- hidroxi-cinamico (403 mg/kg).

Auto-Scaled Chromatogram
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1- Acido clorogénico; 2- Acido vanilico; 3- Acido caféico

Auto-Scaled Chromaiogram

Hijiki (etanol 60%)

|
|
‘3
|

1- Acido clorogénico; 2- Acido caféico; 3- Acido cinamico

Figura 17- Cromatogramas das algas marinhas Nori e Hijiki, obtidos por
Cromatografia Liquida de Ultra-Eficiéncia
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Onofrejovéa et al. (2010) analisaram a composi¢do quimica da alga Nori, por
HPLC, e detectaram a presenca dos &cidos clorogénico, caféico, cumarico e
hidroxibenzdico. Os autores ndo encontraram o acido vanilico nesta alga.

No caso do acido vanilico, a metoxila adjacente a hidroxila na sua férmula
confere a ele atividade antioxidante. Com referéncia ao acido cinamico, presente na
alga Hijiki, a presencga de uma metoxila adjacente a hidroxila, aumenta o periodo de
inducdo da oxidacdo, duas vezes, em relacdo ao controle. Entretanto, o maior
potencial antioxidante foi encontrado quando h&a duas hidroxilas nas posicoes 3 e 4,
estrutura apresentada pelo acido caféico, sendo sua atuacdo antioxidante maior que
a do BHT. Essas informacdes levam ao melhor esclarecimento da acdo destes

antioxidantes no processo oxidativo (SOARES, 2002).

5.7 Cromatografia Gasosa com Espectrometria de Massa (CG-EM)

A utilizacdo da técnica de CG-EM tem sido amplamente empregada na
analise da composicdo quimica de produtos naturais, principalmente na
determinacdo de compostos volateis, acidos fendlicos, agucares e aminoacidos
(PRADO, 2009).

No presente trabalho, os perfis cromatograficos dos extratos etandlicos, a
60% (v/v), com dois dias de extracdo, das algas Nori e Hijiki estdo demonstrados,
respectivamente, nas Figuras 18 e 19, seguidas das repectivas identificacdes dos
picos e dos principais fragmentos dos ions dos compostos néo identificados
(Tabelas 7 e 8).

A alga Nori apresentou, na sua composi¢do quimica (Tabela 7), amino&cidos
essenciais (glicina e valina) e ndo essenciais (L-alanina e prolina), além do éster
trimetilsilil do acido glutaminico. Foi observada a presenca de agUcares, como a
D- glicose e glicopiranose (molécula de glicose com estrutura na forma de anel), e
um poliol. O composto majoritario, representado pelo pico 16, ndo foi identificado de

acordo com os dados da biblioteca do equipamento.
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Figura 18- Perfil cromatografico, em CG-EM, do extrato etandlico da alga marinha
Nori. A identificacdo dos picos esta descrita ha Tabela 7

Tabela 7- Compostos identificados e fragmentos dos ions (m/z, em %) do extrato

etandlico da alga Nori

Pico | Identificagéao m/z % TR
Area | (min)
1 L- alanina 45 (6,4); 73 (49,6); 116 (100); 147 (13,6); | 8,16 7,8
190 (3,6); 218 [M']
2 glicina 45 (13,6); 73 (57,6); 102 (100); 147 (34,8); | 0,35 8,2
176 (7,6); 204 [M']
3 valina 45 (4,8); 73 (42); 100 (5,6); 144 (100); 218 | 0,48 | 10,8
(17,6); 246 [M"]
4 prolina 45 (12,8); 73 (42); 100 (5,6); 144 (100); 3,05 | 17,5
218 (17,6); 246 [M]
5 n.i. 45 (10,63); 56 (26,6); 73 (34,6); 75(36,5); | 0,58 | 17,8
84 (100); 147 (13,6); 158 (33,07); 174 (82);
186 (11,5); 230 (13,9); 276 [M"]
6 acido 45 (8,8); 73 (100); 102 (19,2); 130 (9,2); 2,18 | 18,7
propandico 147 (60,4); 189 (37,2); 205 (14,4); 217
(2,4); 292 (31,2); 307 [M"]
7 éster trimetilsilil | 45 (5,6); 73 (49,2); 84 (14); 100 (5,6); 128 | 6,42 | 19,9
do &cido (25,6); 147 (20); 230 (10); 246 (100); 320

(continua)




(continuacao)

glutaminico (1,2); 348 [M]
8 n.i. 45 (3,2); 55 (9,5); 73 (10,5); 82 (52,2); 184 | 2,01 | 21,1
(7,8); 200 (100); 228 (4,3); 317 [M']
9 éster trimetilsilil 45 (8,8); 73 (100); 129 (3,6); 147 (56,4); 4,61 | 24,5
do é&cido 1,1- 211 (8); 273 (84); 305 (6,4); 347 (20,4);
difenil-4 363 (26,8); 375 (24); 465 [M']
carboxilico
10 n.i. 45 (7,5); 73 (100); 75 (61,8); 159 (57,2); 1,2 | 26,7
191 (25,1); 217 (95,7); 231 (21,1); 359
(7,5); 377 [M']
11 D- glucitol 45 (4,4); 73 (100); 103 (22); 129 (6); 147 0,64 | 26,8
(sorbitol) (35,2); 205 (32,8); 217 (25,2); 319 (61,2);
421 [M']
12 n.i. 73 (42,5); 147 (20,5); 191 (11,2); 217 3,77 | 27,9
(100); 305 (14,6); 318 (18,8); 359 (8,3);
539 [M']
13 | éster trimetilsilil | 43 (30); 55 (19,2); 73 (63,2); 75 (65,2); 117 | 0,99 | 28,6
do &cido (80); 129 (36); 132 (60); 145 (27,2); 201
palmitico (11,2); 313 (100); 328 [M']
14 D- glicose 45 (6,4); 73 (90,4); 103 (10,4); 204 (100); | 11,54 | 33,17
217 (14,8); 361 (17,2); 521 [M"]
15 glicopiranose 45 (6,4); 73 (90,4); 103 (10,4); 117 (12,4); | 5,83 | 33,4
129 (12,4); 147 (22,4); 169 (2,4); 204
(100); 217 (51,2); 246 (15,2); 363 [M"]
16 n.i. 73 (49,8); 103 (16,1); 147 (16,5); 204 36,72 | 33,9
(100); 217 (25,7); 337 (34,1); 361 (7,3);
581 [M']
17 n.i 73 (50,7); 117 (30,2); 147 (9,2); 277 (10,8); | 11,47 | 44,4

319 (12,8); 395 (32,7); 410 (100): 500
(46,2); 572 (49,4); 616 [M']

m/z: fragmentos dos ions, por relacdo massa/carga, em porcentagem.

TR: tempo de reten¢céo, em minutos

[M*]: ion molecular

n.i.. composto nao identificado

89
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A alga Hijiki apresentou composi¢do quimica mais complexa que a alga Nori.

Foi possivel observar, na Tabela 8, acidos carboxilicos (propandico e acético) e

ésteres (éster do acido succinico); aminoacidos ndo essenciais (L-alanina e L-

prolina); monossacarideo (frutose); ésteres de acidos graxos saturados (miristico,

palmitico) e um é&cido graxo insaturado (&cido linoléico), além de poli6is, como o

xilitol e ribitol, como compostos majoritarios (picos 9 e 10, respectivamente).
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Figura 19- Perfil cromatografico, em CG-EM, do extrato etandlico da alga Hijiki.
A identificacdo dos picos esta descrita na Tabela 8

Tabela 8- Compostos identificados e fragmentos dos ions (m/z, em %) do extrato

etandlico da alga Hijiki

Pico Identificacéo m/z % TR
Area | (min)
1 acido propandico | 45 (19,6); 66 (16); 73 (100); 117 (90); 0,4 6,2
147 (86); 190 (21,6); 219 [M™]
2 acido acético 45 (7,6); 66 (8,4); 73 (62,4); 133 (7,6); | 0,44 6,5
147 (100); 148 (16); 149 (9,6); 161
(8,4); 177 (19,2); 205 [M*]
3 L- alanina 45 (6,4); 73 (49,6); 116 (100); 147 0,63 | 7,14
(13,6); 218 [M7]
4 n.i. 45 (11,3); 73 (93,17); 103 (22,4); 117 | 0,93 | 114
(26,9); 133 (23,1); 147 (72); 191 (1,9);
205 (38); 218 (14,6); 283 (8); 299
(100), 314 [M"]

(continua)




91

(continuagéo)

5 éster trimetilsilil do | 45 (7,6); 55 (8); 73 (55,6); 75 (18); 129 | 0,27 | 12,3
4cido butanodioico (4); 147 (100); 148 (15); 247 [M]
(acido succinico)
6 L- prolina 45 (12,8); 73 (78); 147 (19,2); 156 1,82 | 17,7
(100); 230 (8); 258 [M"]
7 D-frutose 45 (5,2); 73 (94,4); 103 (10,8); 117 (6); | 0,84 | 24,4
147 (27,2); 204 (24,8); 217 (100); 219
(12); 437 [M7]
8 éster trimetilsilil do 43 (29,6); 55 (25,2); 73 (100); 75 1,22 | 24,6
acido (76,8); 117 (68,4); 132 (38,8); 145
tetradecandico (22,4); 285 [M7]
(acido miristico)
9 xilitol 45 (4); 73 (100); 103 (46,8); 129 (16,4); | 11,57 | 26,8
147 (38,4); 205 (34); 217 (62); 307 [M']
10 ribitol 73 (100); 103 (14); 129 (16); 147 (30); | 49,13 | 27,57
189 (11,2); 205 (36); 217 (39,2); 307
(19,2); 319 [M7]
11 | éster trimetilsilil do | 41 (40); 55 (50,4); 73 (100); 75 (94,4); | 1,24 | 28,3
acido 96 (18,8); 117 (64); 129 (50); 145
palmitelaidico (28,8); 311 [M']
12 e | éster trimetilsilil do | 43 (30); 73 (63,2); 75 (55,2); 117 (80); | 7,79 | 28,6
18 acido palmitico 129 (36); 145 (27,2); 201 (11,2); 313 e
(100); 328 [M] 38,7
13 n.i. 41 (25,6); 67 (46); 75 (73,2); 78 (18,5); | 1,39 | 31,6
91 (64,9); 105 (46,9); 119 (43,6); 147
(28,2); 161 (17,8); 171 (12,3); 189 [M]
14 acido 9,12- 41 (26,4); 55 (44,8); 67 (65,6); 73 1,31 | 32,5

octadiendico

(acido linoléico)

(95,6); 75 (100); 95 (50,4); 117 (35,6);
129 (32); 150 (18); 178 (16,4); 262
(24); 337 [M"]

(continua)
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(continuacao)

15 n.i. 41 (24,2); 55 (29,8); 67 (56,8); 73 583 | 31,6

(80,8); 75 (94); 79 (100); 95 (65,8); 108

(56,6); 129 (50); 135 (36,3); 173 (16,5);
260 (6,7); 335 [M']

16 n.i. 55 (31,5); 67 (62,7); 73 (92,9); 79 4,05 | 359

(100); 91 (78,7); 117 (75,2); 133 (55,9);

150 (35,8); 175 (24,1); 217 (11,5); 376
[M7]

17 n.i. 41 (25,9); 73 (81,8); 79 (100); 91 3,09 | 355
(84,7); 117 (77,6): 131 (51,5); 145 (33);
215 (13,3); 345 [M*]

19 monoester bis-O- 57 (26,4); 73 (40,8); 147 (30,8); 203 2,57 | 38,3
trimetilsilil glicerina (20); 239 (28); 313 (4,4); 371 (100);
do acido palmitico 459 [M']

20 n.i. 55 (27,8); 69 (25,7); 95 (25,8); 129 | 5,48 | 54,06
(63,6); 211 (20,2); 281 (52m3); 296
(91,8); 386 (100); 503 [M*]

m/z: fragmentos dos ions, por relagdo massa/carga, em porcentagem.
TR: tempo de retengdo, em minutos

[M™]: fon molecular

n.i.. composto nado identificado

Prabhasankar et al. (2009) relataram que as algas marinhas possuem em sua
composicdo quimica diversos compostos, como polissacarideos, proteinas e
aminoacidos. Aguilera-Morales et al (2005) relataram a presenca de 9 aminoacidos
essenciais na alga Enteromorpha spp., em teores semelhantes aos encontrados em
soja, aléem de éacidos graxos, como 6mega 3 e 6mega 6. As algas Nori e Hijiki
também apresentaram, por CG-EM, aminoacidos essenciais e ndo essenciais;
acucares, como a glicose, frutose e glicopiranose; e ésteres dos &cidos graxos
miristico e palmitico, além do acido linoléico.

Qi et al. (2005) reportaram que 0s agucares extraidos da alga Ulva pertusa
mostraram excelente atividade sequestrante contra radicais superoxido e hidroxil.

Estes compostos possuem atividade antioxidante devido a facilidade de abstracéo
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do hidrogénio anomérico das suas unidades monossacaridicas internas
(ATHUKORALA et al., 2006). Polissacarideos e seus derivados possuem numerosas
aplicacdes na industria alimenticia, quimica e farmacéutica. O grande potencial de
exploracdo desses biopolimeros naturais tem estimulado os pesquisadores na busca
de novos polissacarideos (ZHANG et al., 2004).

Os compostos majoritarios da alga Hijiki, ribitol e xilitol sédo classificados como
polidis. Os polidis sdo formados a partir da conversdao do grupo carbonilico de
unidades monossacaridicas em alcoois, constituindo, dessa maneira, polialcoois.
Estes compostos sdo considerados como principais responsaveis pela manutencao
da pressdo osmdtica e de turgescéncia das algas marinhas (ASCENCIO, 2006). O
sorbitol, encontrado na alga Nori, € o poliol mais amplamente encontrado na
natureza, ocorrendo em macds, péras, péssegos, ameixas, cerejas e algas
marinhas. E obtido industrialmente através da hidrolise do amido, seguida de
hidrogenacéo catalitica da D-glicose. Esses polidis apresentam poder espessante e
edulcorante, sdo inibidores de cristalizacdo e possuem atividade antioxidante e
crioprotetora (VIGGIANO, 2003).

5.8 Atividade antioxidante dos extratos de algas por métodos acelerados

A oxidacéo lipidica € um fenbmeno espontaneo e inevitavel, com implicacéo
direta no valor comercial dos alimentos. Nos Ultimos anos, a preocupacao constante
em proporcionar aos consumidores produtos de alta qualidade levou a adocao de
medidas que permitem limitar o fenbmeno de oxidagdo durante as fases de
processamento e armazenamento dos produtos, sendo uma das mais utilizadas o
uso de substancias com capacidade antioxidante (SILVA; BORGES; FERREIRA,
1999).

As pesquisas atuais visam avaliar os acidos graxos pela determinacao do seu
grau de oxidacdo e também avaliar a capacidade antioxidante de novos compostos;
a diversidade de métodos analiticos propostos na literatura para estes fins leva, no

entanto, a dificuldades de escolha.
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O método do Rancimat € um método de oxidacdo acelerada e se baseia na
determinacdo automética do tempo decorrido para se atingir a taxa maxima de
oxidacdo de um oOleo. Esse tempo, também chamado de periodo de inducdo ou
indice de estabilidade do Oleo, é determinado pela medida do aumento da
condutividade da agua deionizada, devido aos compostos finais de oxidacdo que
nela sado borbulhados (FARHOOSH, 2007).

O periodo de inducdo € um parametro comparativo muito utilizado para
controle de qualidade de matérias-primas e de processos, para se avaliar diferentes
tipos de Oleos para fritura, alteracdes na composi¢cdo em acidos graxos, eficiéncia da
adicao de antioxidantes, entre outros (ANTONIASSI, 2001).

O tempo necessario para a ocorréncia da taxa maxima de oxidacdo do Oleo
de soja, sem a adicdo de antioxidantes (controle), foi de 7,05 h, como mostra a
Tabela 9. O tempo requerido para a formacédo de radicais livres, moléculas altamente
reativas, que desencadeiam o processo de oxidagao (fase de iniciagéo), foi maior no
Oleo de soja adicionado dos extratos de algas marinhas, o que atrasou o inicio da
fase de propagacédo e, consequentemente, a fase de terminacéo da oxidacao.

A alga Nori apresentou efeito antioxidante dependente da concentragdo, ou
seja, quanto maior a concentracdo do extrato aplicada no éleo, maior o periodo de
inducdo desenvolvido, sendo que para 100 upg/mL, o periodo de inducdo foi de
8,72 h. A alga Hijiki apresentou efeito contrario, sendo observado efeito pré-oxidante
na maior concentracdo testada, com periodo de indu¢éo de 3,39 h. Sendo assim, 0s
extratos de algas marinhas, com excecao de Hijiki, 100 pg/mL, protegeram o Gleo e
cada um deles exibiu um fator de protecédo. Todos os tratamentos com extratos de
algas, com acao antioxidante, apresentaram fator de protecdo maior que o exibido
pelo BHT (Tabela 9).
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Tabela 9- Periodo de inducéo e fator de protecédo das amostras de éleo de soja
analisadas no Rancimat

Tratamentos Periodo de Inducéo Fator de Protecéo
(horas)

Sem antioxidante 7,05 + 0,06 ¢ -

BHT: 100 pg/mL 7,31+0,02 1,03
Nori: 25 pg/mL 8,28 +0,04° 1,17
Nori: 50 pg/mL 8,63+ 0,06 1,22
Nori: 100 pg/mL 8,72+0,15% 1,23
Hijiki: 25 pg/mL 7,58+0,23° 1,07
Hijiki: 50 pg/mL 7,46 + 0,07 « 1,06
Hijiki: 100 pg/mL 3,39+0,09 ° 0,48

Médias (n=3) e desvio padrdo estéo indicados. Letras diferentes indicadas diferem estatisticamente

em nivel de 5% (Teste de Tukey)

Deste modo, os extratos de algas exerceram boa protecdo contra a oxidacao
e, 0 seu efeito protetor em sistemas oleosos, pode ser atribuido as propriedades dos
compostos fendlicos, cuja capacidade doadora de hidrogénio e a inibicdo da
oxidacdo aumentam com 0 aumento no numero de grupos hidroxilas presentes na
molécula (RICE-EVANS; MILLER; PAGANGA, 1996).

N&o foram encontrados na literatura, para efeito de comparacéo, trabalhos
que avaliassem a atividade antioxidante de algas marinhas em 0leos, pelo método
do Rancimat. De acordo com Bergamaschi (2010), a atividade antioxidante de
extratos de dez residuos agroindustriais, tais como pelicula de amendoim e talo de
beterraba, apresentaram fatores de protecao variando ente 0,21 a 1,13.

O meétodo do Oxipres também é considerado um meétodo acelerado e o
processo de oxidacdo € monitorado pelo consumo de oxigénio, o qual é registrado
através das mudancas na pressdo, em um recipiente hermeticamente fechado
contendo este gas (REBLOVA, 2006). A oxidacdo do produto é acelerada devido a
alta pressao (5 MPa) e a alta temperatura (geralmente 100 °C) sob as quais, 0
produto € submetido. A oxidacdo da amostra é registrada graficamente fornecendo o
Periodo de Inducdo (momento de queda acentuada da pressdo, que marca o tempo
a partir do qual a oxidacdo da amostra se acelera) permitindo também que seja

estimada a vida util do produto.
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De acordo com a Tabela 10, foi possivel observar que as amostras de Minced
gue sofreram adic&o de extratos de algas, apresentaram um aumento significativo no
periodo de inducdo, em relacdo a amostra sem antioxidante.

Com relacdo ao efeito da concentracdo dos extratos, foi possivel observar
que, diferentemente do ocorrido no método do Rancimat, a alga Nori, 100 pg/mL,
apresentou efeito antioxidante menor que 25 e 50 pg/mL (Tabela 10). Este fato
sugere que, para este método, pode existir uma tendéncia de acao pré-oxidante com
0 aumento da concentracdo do extrato. Essa mesma tendéncia foi encontrada para
a alga Hijiki. Apesar da tendéncia, as concentragdes testadas, neste experimento,
apresentaram efeito antioxidante, ja que o fator de protecdo foi maior que 1
(Tabela 10).

O Minced adicionado de BHT, 100 pg/mL, apresentou maior extenséo de vida
atil, de 135%, em relacdo ao Minced sem antioxidante, seguida pela alga Nori,
50 pug/mL, de 48%.

Tabela 10- Periodo de inducédo (PI), fator de protecdo (FP) e extensdo de vida dutil
(EV) das amostras de Minced analisadas no Oxipres

Tratamentos Pl (horas) FP EV (%)

Sem antioxidante 4,6 +0,21° -

BHT: 100 pg/mL 10,8 £ 0,232 2,35 135

Nori: 25 pg/mL 6,6 +0,07° 1,43 43

Nori: 50 pg/mL 6,8 +0,15" 1,48 48
Nori: 100 pg/mL 5,7+0,13° 1,24 24
Hijiki: 25 pg/mL 5,8 +0,14° 1,26 26
Hijiki: 50 pg/mL 5,4 +0,07° 1,17 17
Hijiki: 100 pg/mL 5,3+0,07° 1,15 15

Médias (n=2) e desvio padrao estdo indicados. Letras diferentes indicadas nas colunas diferem

estatisticamente em nivel de 5% (Teste de Tukey)

N&o foram encontrados artigos, na literatura, que tenham analisado o periodo
de inducdo de extratos de algas marinhas aplicados em produtos, pelo método do
Oxipres. De acordo com Trojakova (2001), o extrato etandlico de alecrim, quando
aplicado em Oleo de girassol, apresentou fator de protecao, pelo método do Oxipres,

de 0,3; neste caso, o fator de protecao do BHT foi 0,56.
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Os testes acelerados permitem estimar, de forma rpida, a estabilidade
oxidativa de uma matéria graxa ou a eficacia “tedrica” de um antioxidante isolado ou
em associacdo. Uma vez que os fendbmenos naturais de oxidacdo S80 processos
lentos, desenrolando-se frequentemente ao longo de varios meses, 0s testes de
estabilidade, em tempo real, tornam-se por vezes incompativeis com o controle de
qualidade em nivel industrial (FRANKEL et al., 1993). Deste modo, os testes de
estabilidade acelerados assumem particular importancia na rotina analitica. Porém,
de acordo com Silva; Borges; Ferreira (1999), os testes acelerados nao fornecem
garantias quanto a validade da sua extrapolacdo para as condicbes normais de
conservacgao e uso dos produtos, ou de protecdo por parte dos antioxidantes.

5.9 Rendimento da extracdo de CMS e Minced

O rendimento, em “polpa”, do pescado, pode ser influenciado por diversos
fatores, tais como a espécie, o tamanho do peixe e o método utilizado para a sua
obtencdo. No caso do Minced, podem influenciar, no rendimento final, a regulagem
da despolpadora, o numero de lavagens empregadas e o método utilizado para
drenar o excesso de agua. Os rendimentos em CMS e Minced estdo apresentados

na Tabela 11.

Tabela 11- Rendimento da CMS e do Minced de tilapia

Peixe o _ Rendimento (%)
Peixe limpo* CMS Minced

inteiro
1)
74,30 Kg 32,42 Kg 25,95 Kg 21,11 Kg 34,92 80,04 81,34 65,11

(2) () (4) @AQ) G2 @IE) @2

*Peixe limpo refere-se ao peixe descamado, descabecado, eviscerado e sem pele

O rendimento em CMS para a tilapia, que foi de 34,92% em relagdo ao peixe
inteiro, apresentou valor semelhante ao encontrado por Gryschek, Oetterer e Gallo
(2003), 33,57% e Angelini (2010), 33,76%; porém inferior ao encontrado por
Kirschnik e Macedo-Viegas (2009), que alcancou 46,90%.
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O rendimento em CMS, em relacdo ao peixe eviscerado e descabecado, que
foi de 80,04%, apresentou valor superior ao encontrado por Gryschek, Oetterer e
Gallo (2003), 51,73%; semelhante ao encontrado por Kirschnik e Macedo-Viegas
(2009), 78,60%; e considerado menor ao encontrado por Angelini (2010), 87,43%.

O rendimento, apos o processo de lavagem, do Minced em relacdo a CMS,
gue foi de 81,34%, mostrou valor semelhante aos relatados por Kirschnik e Macedo-
Viegas (2009), 84,7% e Angelini (2010), 82,10%, porém maior que o encontrado por
Mello et al. (2010), que foi de 59,68%. Quanto ao rendimento em Minced, em relagao
ao peixe limpo, que foi de 65,11%, apresentou-se inferior aos valores obtidos por
Kirschnik e Macedo-Viegas (2009), 78,60%; Minozzo, Waszczynskyj e Boscolo
(2008), 72,06% e Angelini (2010), 71,79%.

As diferencas de rendimento podem ter ocorrido devido a duas causas
principais. Uma delas é a diferenca na regulagem da despolpadora. No momento da
montagem do equipamento, pode ocorrer uma grande variagdo no ajuste do
conjunto de laminas, responsaveis pela separacdo mecanica da carne, o que diminui
ou aumenta o rendimento em CMS, com relacdo ao peixe descabecado e
eviscerado. A segunda causa pode estar na diferenca no peso inicial da tilapia.
Peixes com maior peso e, consequentemente, teor de gordura mais elevado, tem o
seu rendimento em Minced, diminuido em relacdo a CMS, quando comparado ao
peixe magro. Isto se deve ao fato do processo de lavagem, ao atuar na remocéao das
proteinas sarcoplasmaticas, remover, prioritariamente, as gorduras (MELLO et al.,
2010).

5.10 Estudo de vida util

5.10.1 Cor instrumental do Minced

As médias de L* (luminosidade) para a variavel tratamento ndo apresentaram
diferenca significativa (p= 0,1618). Portanto, a adicdo de extratos de algas né&o
influenciou na luminosidade das amostras de Minced de tilapia (Tabela 12). Com
relacdo ao tempo de armazenamento (p<0,0001) e a interacdo tratamento x tempo
(p=0,0233) foram observadas diferencas significativas. Ao longo do tempo de
armazenamento houve uma queda na luminosidade das amostras, variando de
77,62 (inicio) para 71,09 (180 dias).
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Tabela 12- Valores médios de L* para o Minced, durante os 180 dias de

armazenamento congelado

L* - Dias de armazenamento

Tratamentos
0 60 120 180

Sem antioxidante 78,43 70,85 66,64 71,85
BHT: 100 ug/mL 80,35 71,71 70,22 71,59
Nori: 25 pg/mL 78,75 71,87 72,03 72,05
Nori: 50 pg/mL 76,07 70,56 71,11 71,30
Hijiki: 25 pg/mL 76,98 67,38 69,20 71,07
Hijiki: 50 pg/mL 75,09 68,66 69,33 68,71
p<0,0001 77,62% 70,35° 69,76° 71,09°

Erro padrdo para tempo de armazenamento: 0,45; para tempo x tratamento: 1,12 Médias

(n=3) seguidas por letras mailsculas e mindsculas distintas diferem entre si pelo Teste de Tukey a
5% de probabilidade.

Para os valores médios de a* (intensidade de vermelho/verde), tanto a
variavel tratamento (p=0,0079) como a variavel tempo (p=0,0131) apresentaram
diferenca significativa. Pode ser observado, na Tabela 13, que o Minced adicionado
da alga Nori possuiu 0 menor valor de a*. Para a alga Hijiki, este parametro foi
considerado o mais alto. Porém, ao se analisar os resultados para o Minced sem
antioxidante e com adi¢cdo de BHT, observou-se que, o Minced com adi¢édo de Nori é
semelhante ao adicionado de Hijiki. Este fato revela que a diferenca na intensidade
de vermelho/verde ocorreu somente em fungéo das algas, e nao esteve relacionada
aos controles. Para o tempo de armazenamento, os resultados revelaram uma
gueda de a* aos 120 dias. Para a interacdo tratamento x tempo (p=0,1392), os

resultados ndo apresentaram diferenca estatisticamente significativa.
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Tabela 13- Valores médios de a* para o de Minced, durante os 180 dias de
armazenamento congelado

a* - Dias de armazenamento
Tratamentos
0 60 120 180 p = 0,0079
Sem antioxidante 2,08 2,16 1,82 1,51 1,89%
BHT: 100 pg/mL 2,39 2,37 2,56 1,95 2,32%
Nori: 25 pg/mL 1,45 1,52 1,55 1,59 1,43°
Nori: 50 pg/mL 1,43 1,57 1,12 1,66 1,45°
Hijiki: 25 pg/mL 2,44 3,11 1,77 2,27 2,402
Hijiki: 50 pg/mL 3,31 2,63 2,40 2,21 2,642
p=0,0131 2,18"° 2,23% 1,81° 1,8778

Erro padrdo para tratamento- 0,16; para tempo — 0,11. Médias (n=3) seguidas por letras
mailsculas nas linhas e mindsculas nas colunas distintas diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5%

de probabilidade.

Para os valores médios de b* (intensidade de amarelo/azul), tanto a variavel
tratamento (p=0,0002) como a variavel tempo (p=0,0057) apresentaram diferenca
significativa (Tabela 14). Foi possivel observar que os maiores valores de b* foram
encontrados para os tratamentos com as maiores concentracdes de algas, ou seja,
Nori 50 pg/mL e Hijiki 50 pg/mL. Além disso, os menores valores foram descritos
para os controles, a saber, Minced sem antioxidante e com BHT. Para o tempo de
armazenamento, os resultados também revelaram uma queda de b* no tempo 120
dias. Para a interacdo tratamento x tempo (p=0,7097), os resultados também nao
apresentaram diferencga estatisticamente significativa, seguindo o0 mesmo resultado

do parametro a*.
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Tabela 14- Valores médios de b* para o Minced, durante os 180 dias de
armazenamento congelado

b* - Dias de armazenamento
Tratamentos
0 60 120 180 | p =0,0002

Sem antioxidante 6,95 5,38 4,14 5,88 5,59¢
BHT: 100 ug/mL 7,72 6,38 5,81 5,80 6,43°

Nori: 25 pg/mL 11,67 10,26 9,04 11,25 10,55°

Nori: 50 pg/mL 15,39 12,69 12,93 14,87 13,97%
Hijiki: 25 pg/mL 13,14 14,42 9,85 12,87 12,57°
Hijiki: 50 pg/mL 17,75 16,18 16,60 17,20 16,972

p=0,0057 12,10% 10,89"° 9,74° 11,32"°

Erro padrdo para tratamento: 0,71; para tempo: 0,46. Médias (n=3) seguidas por letras
mailsculas nas linhas e mindsculas nas colunas distintas diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5%
de probabilidade.

Ndo foram encontrados, na literatura, trabalhos que analisassem a
cor instrumental em Minced com aplicacdo de extratos de algas marinhas. Oliveira
Filho et al. (2010) utilizaram diferentes proporcbées de Minced de tilapia na
formulacdo de salsichas, armazenadas durante 40 dias, sob refrigeracéo
(0 £ 0,3 °C). Ao analisarem a cor instrumental, os autores verificaram que ndo houve
diferenca significativa nos parametros L*, a* e b* quanto ao tempo de
armazenamento. Com relacao as diferentes formulacbes, os autores observaram
uma queda no valor absoluto dos trés parametros, a medida que se aumentou a

proporcao de Minced na formulacéo da salsicha.

5.10.2 Composig¢ao quimica do Minced

Os valores referentes a composicéo centesimal dos 6 tratamentos do Minced
estdo expostos na Tabela 15. Para a variavel Tratamento, ndo houve diferenga
estatistica significativa entre os valores médios de umidade (p = 0,2026), proteina
(p= 0,3585), lipideos (p= 0,4183) e cinza (p=0,7175) ou seja, a aplicacdo dos
extratos de algas e do antioxidante sintético BHT n&o influenciaram na composicao

quimica do Minced inicialmente obtido no experimento. Para a interagdo Tratamento
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x Tempo de Armazenamento também ndo houve diferenca estatistica significativa
(umidade, p= 0,4314; proteina, p= 0,0507; lipideos, p= 0,9523 e cinza, p=0,4325).

Tabela 15- Composicao centesimal do Minced de tilapia

Composigéao Centesimal (g/100g)

Tratamentos

Umidade Proteina Lipideos Cinza

Sem antioxidante 82,03 12,08 5,12 0,44
BHT: 100 pg/MI 81,03 12,38 5,79 0,45
Nori: 25 pg/mL 81,41 11,54 5,60 0,47
Nori: 50 pg/mL 80,04 13,16 6,00 0,48
Hijiki: 25 pg/mL 80,93 12,69 5,72 0,45
Hijiki: 50 pg/mL 80,80 12,60 571 0,46

Erro padrao para Umidade: 0,732; para Protéina: 0,649; para Lipideos 0,372; para Cinza —

0,026. Valores médios (n=3) obtidos em base Umida.
Com relacdo ao tempo de armazenamento, para os teores de umidade e
cinza, ndo houve diferenca significativa (p= 0,3353 e p= 0,3040, respectivamente).

Para proteina e lipideos, os valores variaram com o tempo (Tabela 16).

Tabela 16- Teores de proteina e lipideos do Minced, durante o tempo de

armazenamento
Tempo (dias) Proteina Lipideos
0 12,43% 5,49°
60 12,732 5,592
120 11,74° 6,042
180 12,742 5,54°

Erro padrdo para Proteina: 0,265; Erro padrdo para Lipideos: 0,152.
Médias (n=3) seguidas por letras distintas diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

Todos os parametros analisados na composi¢cdo centesimal dos varios

Minceds podem diferir, pois estes sdo diretamente influenciados quanto ao nimero
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de lavagens e ao processo de retirada de agua (KIRSCHNIK; MACEDO-VIEGAS,
2009).

Os valores de umidade deste estudo, em média 81%, estdo préximos aos
observados por Kirschnik e Macedo-Viegas (2009), 88,78% e Mello et al. (2010),
80,69%, para Minced de tilapia. Marengoni et al. (2009) encontraram 76,30% e,
Mélo et al. (2011), 72,75% de umidade para CMS de tilapia.

Para o teor de proteina, nesta pesquisa, foi encontrado, em média, o valor de
12,4%. Outros trabalhos relataram os valores de 8,93% (KIRSCHNIK; MACEDO-
VIEGAS, 2009), 17,74% (MARENGONI et al., 2009), 16,5% (MELLO et al., 2010) e
14,29% (MELO et al., 2011).

Com relacdo aos lipideos, os valores variaram mais amplamente. Neste
estudo, foram encontrados, em média, 5,66%. Os valores obtidos por outros autores
foram: 1,63% (KIRSCHNIK; MACEDO-VIEGAS, 2009), 3,86% (MARENGONI et al.,
2009), 3,14% (MELLO et al., 2010) e 9,26% (MELO et al., 2011).

Para o teor de cinza, a variacdo néo € tdo expressiva quanto a ocorrida para
0S outros parametros. Os valores encontrados foram: 0,46% (KIRSCHNIK;
MACEDO-VIEGAS, 2009), 0,88% (MARENGONI et al., 2009), 0,50% (MELLO et al.,
2010) e 0,45% (MELO et al., 2011). Nesta pesquisa foi encontrada a média de
0,46%.

Os teores de acidos graxos saturados totais, nos tratamentos de minced de
tilapia variaram de 2,5 a 3,02 g/100g. Os monoisaturados totais variaram de 1,79 a
2,51 g/100g. Para os poliinsaturados, os valores ficaram entre 0,32 e 0,85, como
apresentado na Tabela 17. Observou-se que, o menor valor para o total de acidos
graxos monoinsaturados ocorreu no Minced sem antioxidante; este fato sugere uma
possivel degradacéo destes acidos graxos. Os tratamentos de Minced com adicdo
de extratos de algas apresentaram teores mais elevados de acidos graxos
monoinsaturados, como para o Minced adicionado do extrato da alga Nori, a
50 pg/mL, cujo teor de monoinsaturados apresentou-se proximo ao encontrado para

o0 Minced com BHT.
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Tabela 17- Acidos graxos em Minced de tilapia (g/100g)

*
Acidos Graxos Tratamentos * (g/100g9)

T1 T2 T3 T4 T5 T6
Acido Butirico (C4) 0,28 0,21 0,30 0,00 0,00 0,00
Laurico (C12) 0,00 0,00 0,00 0,01 0,01 0,01
Acido Miristico (C14:0) 0,21 0,24 0,18 0,28 0,29 0,27
Acido Pentadecandico (C15:0) 0,00 0,01 0,01 0,02 0,01 0,01
Acido Palmitico (C16:0) 1,49 1,73 1,54 2,04 2,10 2,02
Acido Heptadecanoico (C17:0) 0,01 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02
Acido Estearico (C18:0) 0,51 0,46 0,69 0,57 0,57 0,52
Acido Araquidico (C20:0) 0,00 0,02 0,01 0,02 0,02 0,02
Tricosandico (C23:0) 0,00 0,03 0,02 0,00 0,00 0,00
Total: Gorduras Saturadas 2,50 2,72 2,77 2,96 3,02 2,87
Acido Miristoleico (C14:1) 0,00 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01
Acido Palmitoleico (C16:1) 0,26 0,35 0,25 0,37 0,35 0,34
Acido Oléico (C18:1n9c) 1,46 2,02 1,53 2,09 1,97 1,93
Acido cis-Eicosandico (C20:1) 0,07 0,11 0,08 0,00 0,00 0,00
Acido Erucico (C22:1n9) 0,00 0,02 0,01 0,00 0,01 0,00
Total: Gorduras Monoinsaturadas 1,79 2,51 1,88 2,47 2,34 2,28
Acido Linoléico (C18:2n6c) 0,47 0,77 0,53 0,20 0,18 0,19
Acido Linolénico (C18:3n3) 0,02 0,05 0,03 0,16 0,14 0,14
Acido Cis-Eicosadiendico (C20:2) 0,00 0,03 0,03 0,01 0,00 0,00
Total: Gorduras Polinsaturadas 0,49 0,85 0,59 0,37 0,32 0,33
Gorduras Trans 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

* T1: Minced sem antioxidante; T2: Minced com BHT, 100 pg/mL; T3: Minced com Nori, 25 pg/mL; T4: Minced com Nori, 50 ug/mL; T5: Minced
com Hijiki, 25 pg/mL; T6: Minced com Hijiki, 50 pg/mL.
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Na fracdo dos acidos graxos saturados, o acido palmitico foi o predominante,
seguido pelo estearico, variando entre 1,49 a 2,10 g/100g e 0,46 a 0,69 g/100g,
respectivamente. Quanto a fracdo dos monoinsaturados, o acido graxo oléico se
destacou, variando entre 1,46 a 2,09 g/100g. Para os poliinsaturados, o acido graxo
linoléico foi o mais abundante, avaliado entre 0,18 a 0,77 @g/100g. Valores
semelhantes foram encontrados por Angelini (2010) em Quenelle de tilapia. Néo
foram detectados os acidos docosapentaendico (DPA) e docosahexadiendico (DHA),
confirmando o que seria esperado para produtos de tilapia, com baixos teores ou até

mesmo ausentes, em pesquisas feitas por Ferraz de Arruda (2004).

5.10.3 Frescor do Minced

5.10.3.1 pH

O pescado apresenta pH proximo da neutralidade, o que propicia o
desenvolvimento de microrganismos deteriorantes e patdogenos (OGAWA; MAIA,
1999). De acordo com o Regulamento da Inspecéo Industrial e Sanitaria de Produtos
de Origem Animal — RIISPOA (BRASIL, 1952), o pH do pescado nédo deve
ultrapassar 6,8 e nao ser inferior a 6,5, limites estabelecidos para o pescado fresco.
N&o existem limites estabelecidos, descritos na literatura ou em legislacéo, para
Minced e derivados. De acordo com Lee (1986), se o pH for mantido entre a faixa de
6,5 e 7, possibilitara uma elevada capacidade de retencdo de agua. O aumento do
pH pode ter como causas o tipo e a carga microbiana, os métodos de captura,
manuseio e armazenamento do pescado (SOARES et al., 1998).

Os valores médios de pH apresentados pelo Minced nos diferentes
tratamentos encontraram-se um pouco acima dos limites preconizados pela
legislacdo para peixe “fresco” (Tabela 18). Outros pesquisadores encontraram
valores semelhantes. Jesus, Lessi e Tenuta-Filho (2001) encontraram valores entre
6,5 e 7,07 em CMS de peixes amazbnicos estocados por 150 dias, sob
congelamento. Kirschnik e Macedo-Viegas (2009) também encontraram o valor de
pH de 7,2 para Minced de tilapia adicionado de eritorbato de sédio e tripolifosfato de
sodio. Os autores explicaram que os polifosfatos tém efeito crioprotetor, mantendo o
pH da carne préximo da neutralidade. Neiva (2008) e Angelini (2010) encontraram

para Minced de tilapia os valores de 6,89 e 6,78, respectivamente.



106

Ndo houve diferenca estatistica significativa (p = 0,0926) entre os valores
médios de pH dos 6 tratamentos, ou seja, a aplicacdo dos extratos de algas e do
antioxidante sintético BHT, ndo alteraram o valor de pH do Minced inicialmente
obtido no experimento. Para a interacdo Tratamento X Tempo também n&o houve
diferenca estatistica significativa (p = 0,8596). Com relacdo ao tempo de
armazenamento, observou-se diferenca significativa (p< 0,0001), havendo pequena

diminuicao do pH no decorrer do tempo.

Tabela 18- Valores de pH para as amostras de Minced de tilapia

Dias de armazenamento

Tratamentos
0 60 120 180
Sem antioxidante 7,1 7,1 6,95 6,90
BHT: 100 pg/mL 7,09 7,10 6,99 6,85
Nori: 25 pg/mL 7,08 7,09 6,96 6,88
Nori: 50 pg/mL 7,03 7,07 6,96 6,86
Hijiki: 25 pg/mL 7,05 7,07 6,91 6,87
Hijiki: 50 pg/mL 7,05 7,04 6,91 6,82
p<0,0001 7,06" 7,07% 6,95° 6,86

Erro padrdo para tempo de armazenamento: 0,01. Médias (n=3) seguidas por letras mailsculas
nas linhas e mindsculas nas colunas distintas diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

O comportamento do pH durante o armazenamento, sob congelamento, é
dependente da temperatura de estocagem, composi¢cdo em sais, estado fisiologico,
poder tampdao das proteinas e acdo enzimatica (GRYSCHEK; OETTERER; GALLO,
2003; KIRSCHNIK; MACEDO-VIEGAS, 2009). A diminuicdo do pH pode ser
explicada pela presenca de acidos, como clorogénio, vanilico, cafeico, cinamico,
propandico e aceético, detectados pelas técnicas cromatograficas, nos extratos das

algas.
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Segundo Ogawa e Maia (1999) o pH é um indice que por si sé, ndo deve ser
adotado para avaliar o estado de frescor ou inicio de deterioracdo em pescado. Este
indice é muito variavel entre as diferentes amostras e apresenta ciclos de flutuacéo
durante a estocagem refrigerada e congelada. Apesar disso, varios autores tém
utilizado esta metodologia por ser de facil e rdpida execucdo (MARTIN; GRAY;
PIERSON, 1978).

5.10.3.2 Bases Nitrogenadas Volateis Totais (BNVT)

A avaliacdo das bases nitrogenadas volateis totais (BNVT) é um método
relativamente simples e comumente usado para avaliar o frescor de pescado. No
Brasil, a Secretaria de Defesa Agropecuaria do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento estabelece o valor de 30 mg de N/100 g como limite maximo de
BNVT para pescado fresco, exceto para elasmobranquios (BRASIL, 1997). De
acordo com Ogawa e Maia (1999), para peixes em excelente estado de frescor, o
teor de BNVT atinge 5 a 10 mg de N/100 g de musculo; peixes com frescor
satisfatério podem atingir até 15 a 25 mg de N/100 g. Antes de ocorrerem as
alteracdes no pescado, os teores podem variar de 30 a 40 mg de N/100g. Para o
pescado deteriorado, o teor devera estar acima de 50 mg de N/100g.

De acordo com a Tabela 19, foi possivel observar que, para todas as
variaveis, tratamento (p = 0,0248), tempo de armazenamento (p <0,0001) e a
interacdo tratamento x tempo (p <0,0001), houve diferenca significativa nos
resultados de BNVT.

Para a variavel tratamento, o maior teor de BNVT ocorreu no Minced sem
antioxidante. Além disso, foi possivel observar que os menores teores foram
encontrados para os tratamentos com as maiores concentracfes de algas (Nori
50 pug/mL e Hijiki 50 pg/mL). Este fato demonstra a capacidade dos extratos de algas
marinhas em exercer efeito protetor para o Minced. Com relacdo ao tempo,
observou-se um aumento nos teores de BNVT aos 120 e 180 dias de

armazenamento.
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Tabela 19- Bases Nitrogenadas Volateis Totais (mg N/100g) para o Minced, durante
0s 180 dias de armazenamento

Dias de armazenamento

Tratamentos
0 60 120 180 p = 0,0248
Sem
. 4,14 3,72 4,62 6,55 6,40°
antioxidante
BHT: 100 pg/mL 2,50 3,34 7,75 6,03 4,91%
Nori: 25 pg/mL 3,70 3,34 4,31 6,81 4,54%
Nori: 50 pg/mL 1,55 3,04 5,17 6,12 3,97°
Hijiki: 25 pg/mL 2,84 2,83 7,75 6,55 4,99
Hijiki: 50 pg/mL 3,79 2,14 5,17 6,89 4,50°
p<0,0001 3,08° 3,07° 6,89" 6,49"

Erro padrdo para tratamento: 0,34; para tempo: 0,22; para tratamento x tempo: 0,53. Médias

(n=3) seguidas por letras mailsculas nas linhas e mindsculas nas colunas distintas diferem entre si
pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Todas as amostras, durante o tempo de armazenamento, apresentaram-se
dentro dos parametros estabelecidos pela legislacdo (BRASIL, 1997). E, de acordo
com Ogawa e Maia (1999), as amostras, apresentaram-se em excelente estado de
frescor, ou seja, com teores entre 5 e 10 mg N/100g de musculo.

N&o foram encontrados, na literatura, trabalhos que analisassem o teor de
bases nitrogenadas volateis totais em Minced com aplicacdo de extratos de algas
marinhas. Oliveira Filho et al. (2010) utilizaram diferentes propor¢cdes de Minced de
tilapia na formulagéo de salsichas, armazenadas durante 40 dias sob refrigeragéo
(0 £ 0,3 °C). Ao analisarem o teor de BNVT, os autores verificaram que ndo houve
diferenca significativa quanto ao tempo de armazenamento.

A producédo de BNVT, durante a estocagem do pescado, € resultado da acao
de enzimas tissulares e da atividade microbiana, sendo composta, principalmente,
por amonia, trimetilamina e dimetilamina (CONTRERAS-GUZMAN, 2002).
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5.10.3.3 Substancias Reativas ao Acido Tiobarbittrico (TBARS)

Os lipideos estdo sujeitos a uma série de reacbes que podem levar a
modificagcdes de suas estruturas, afetando o valor nutricional e também os padrdes
de qualidade do alimento. Sendo assim, a oxidacéao lipidica € umas das principais
reacoes deteriorativas que ocorrem durante o processamento, distribuicao,
armazenamento e preparo final dos alimentos (SOARES, 2002).

Para carnes, pescado e derivados, a resposta do teste de TBARS é relevante,
uma vez que o0s processos envolvidos na elaboracdo de produtos carneos e que
incluam moagem, mistura e cozimento, favorecem a formacdo do malonaldeido, um
dos principais produtos de decomposicdo dos hidroperéxidos, formado durante o
processo oxidativo, sendo fundamental o emprego do teste, em questdo, na
avaliacdo da qualidade do produto final. Especificamente para pescado e derivados,
o teste € um dos mais adequados na predicdo da rancidez, pela simplicidade e
rapidez (OSAWA; FELICIO; GONCALVES, 2005).

Os resultados apresentados na Tabela 20 demonstram que, 0s extratos de
algas marinhas apresentaram efeito pro-oxidante no Minced de tildpia. Este fato
pode ser constatado ao se comparar os resultados obtidos com as algas Nori e Hijiki,
nas duas concentracfes testadas e os resultados do Minced, sem antioxidante. No
dia do processamento, este efeito pré-oxidante ainda ndo pode ser notado, sendo
Nori e Hijiki a 25 pg/mL consideradas antioxidantes frente ao controle. Porém, dos
60 dias em diante, estas algas apresentaram valores de TBARS superiores ao
apresentado pelo Minced sem antioxidante, evidenciando o efeito contrario ao obtido
nos testes in vitro e de oxidacéo acelerada. O pico de oxidagéo foi encontrado aos
120 dias de armazenamento congelado, com queda aos 180 dias. Este
comportamento também foi encontrado por Angelini (2010), com pico em 30 dias de
armazenamento congelado para Quenelle de tilapia, com quedas sucessivas até 120
dias. De acordo com Angelini (2010), a queda se deveu provavelmente a sintese de
produtos da oxidacdo que passaram a nao ser detectados por esta metodologia.
Para Ninan et al. (2008) esta reducdo pode ser explicada pela provavel interacdo do

malonaldeido com a proteina presente no sistema.
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Tabela 20- Substancias Reativas ao Acido Tiobarbitirico para Minced, durante 180

dias de armazenamento

Dias de armazenamento

Tratamentos
0 60 120 180 p<0,0001
Sem antioxidante 0,45 0,18%" 0,26°"9" 0,24°"" 0,28
BHT: 100 ug/mL  0,15" 0,11' 0,22'" 0,11' 0,15°
Nori: 25 pg/mL 0,34 0,22'" 0,49° 0,279%fa" 0,33%
Nori: 50 pg/mL 0,45 0,19"" 0,51° 0,32¢4ef0 0,37
Hijiki: 25 pg/mL ~ 0,29%""  (,33¢0ef 0,77° 0,25°"" 0,41%
Hijiki: 50 pg/mL ~ 0,41°¢ 0,29¢%fa" 0,722 0,38cde 0,452
p<0,0001 0,35° 0,22¢ 0,49* 0,26

Erro padrdo para tratamento: 0,013; para tempo: 0,01; para tratamento x tempo: 0,025.
Médias (n=3) seguidas por letras mailsculas, mindsculas e mindsculas em italico distintas diferem
entre si pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Em relacdo ao TBARS, Gryschek; Oetterer; Gallo (2003) encontraram
0,14 mg de malonaldeido/Kg e Kirschnik e Macedo-Viegas (2009) encontraram
0,16 mg. Estes valores sdo semelhantes aos teores encontrados neste trabalho
para o Minced com BHT, porém inferiores aos valores encontrados para 0s
tratamentos com algas marinhas. Neiva (2008) observou o valor de 5,74 mg de
malonaldeido/Kg, superior ao encontrado nesta pesquisa e pelos outros autores.
Segundo a autora, este resultado foi atribuido a uma possivel exposicdo da matéria-
prima ao oxigénio, durante a manipulacdo, aléem desta ser constituida por varias
espécies marinhas subutilizadas, em estado de frescor provavelmente no seu limite
para aproveitamento.

O efeito pro-oxidante de produtos naturais e compostos isolados,
principalmente os fendlicos, foi observado anteriormente em diversos estudos.
O potencial do acido ascoérbico para agir como um pro-oxidante foi documentado por
Laudicina e Marnett (1990). De acordo com Duarte-Almeida et al. (2006) a atividade
pré-oxidante da acerola no sistema [(-caroteno/acido linoléico esta diretamente
ligada ao alto teor de vitamina C deste fruto. Yen, Chen e Peng (1997) encontraram
0 mesmo efeito para extratos de chas, em baixas concentracdes, em sistemas in

Vivo.
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O propil-galato (PG) é um éster do 3,4,5 &cido triidroxibenzdico; tem uma
concentragdo Otima de atividade como antioxidante e quando usado em niveis
elevados pode atuar como pré-oxidante. O a-tocoferol também pode atuar como
antioxidante ou pré-oxidante, dependendo do sistema testado, da concentracao, do
tempo de oxidacdo e do método usado para acompanhar a oxidacdo (RAMALHO;
JORGE, 2006). Jung e Min (1990) definiram concentracdes 6Otimas, de 100 mg/kg
para a, 250 mg/kg para y e 500 mg/kg para &- tocoferéis, para aumentar a
estabilidade oxidativa de 6leos de soja purificados e armazenados ao abrigo da luz,
a temperatura de 55 °C. Os tocoferdis apresentaram significantes efeitos proé-
oxidantes em concentracdes acima destes niveis.

A atividade antioxidante (AA) ou pro-oxidante (PO) de fendlicos é dependente
dos seguintes fatores: potencial de reducdo de metais, poder de quelacdo e pH.
Pesquisas evidenciaram que as propriedades antioxidantes dos fendlicos séo
também dependentes das suas caracteristicas de solubilidade (MOREIRA; MANCINI
FILHO, 2003).

A quercetina estd presente em frutas e em vegetais, e é o flavonoide mais
abundante encontrado no vinho tinto. Entretanto, esse antioxidante pode reagir com
ferro e tornar-se um pré-oxidante (GASPAR et al., 1993).

De acordo com Guerra e Lajolo (2005), quando se adiciona um antioxidante a
um lipidio, o aumento no tempo de inducéo ocorre até uma concentracao critica do
mesmo, a partir da qual a acao pode ser pré-oxidante.

O efeito antioxidante do 6leo essencial de casca d’anta (Drimys brasiliensis
Miers) foi avaliado, pelo método de TBARS, em CMS de aves, durante 4 dias de
armazenamento refrigerado. Os autores concluiram que a adigdo do 6leo essencial
promoveu um expressivo aumento da oxidagdo lipidica, ndo sendo, portanto,
conveniente a sua aplicacdo em produtos carneos gordurosos devido aos efeitos
deletérios oriundos de seu comportamento como pro-oxidante (DUTRA et al., 2011).

A legislacdo vigente no Brasil ndo apresenta limite maximo para
malonaldeido/kg em produtos carneos e produtos derivados de pescado, entretanto,
o produto carneo pode ser considerado em bom estado, se apresentar valores
abaixo de 3 mg de malonaldeido/kg de amostra (AL-KAHTANI; ABU-TARBOUSH,;
BAJABER, 1996). Sendo, assim, apesar do efeito pré-oxidante apresentado pelas
algas, as amostras de Minced de tilapia ainda permaneceram em estado satisfatorio

aos 180 dias de armazenamento congelado.
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5.10.4 Andlise microbiol6égica do Minced

Durante os 180 dias de armazenamento congelado, ndo foi detectada a
presenca de Salmonella sp, nas amostras de Minced de tilapia. Também néo foi
detectada a presenca de Staphylococcus coagulase positiva, apdés o0s testes
confirmativos. Respeitando-se os limites de deteccdo do método utilizado,
tem-se < 10 UFC de Staphylococcus coagulase positiva/g de Minced. Angelini
(2010), Kirschnik e Macedo-Viegas (2009) e Minozzo, Waszczynskyj e Boscolo
(2008) encontraram resultados semelhantes para Quenelle, CMS e paté de tilapia,
respectivamente. Mélo et al. (2011) também n&o detectaram a presenca de
Staphylococcus coagulase positiva em CMS e mortadela, obtidas a partir de tilapia
do Nilo. Mello et al. (2010) encontraram Salmonella sp em um dos lotes de Minced e
em Surimi de tilapia, além de Staphylococcus coagulase positiva.

Os resultados das andlises de coliformes estdo apresentados na Tabela 21.
Para coliformes a 45 °C, que sdo 0s microrganismos preconizados pela legislacéao,
as amostras de Minced nao apresentaram contagem, durante os 180 dias de
armazenamento congelado.

Angelini (2010) encontrou aos 120 de armazenamento, o valor de
<3,0 NMP/g. Kirschnik e Macedo-Viegas (2009) detectaram auséncia de coliformes
fecais. Minozzo, Waszczynskyj e Boscolo (2008) encontraram para patés cremoso e
pastoso de tilapia os valores de 23 e 15 NMP/g, respectivamente. Mello et al. (2010)

observaram auséncia de E. coli para “polpa” e Surimi de tilapia.
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Tabela 21- Coliformes totais e Coliformes a 45°C (NMP/g) em Minced de tilapia,
durante 180 dias de armazenamento congelado

Coliformes Totais (NMP/Q) Coliformes a 45 °C (NMP/qg)
T Gas 0 60 120 180 0 60 120 180
T1 <3,0 <3,0 <30 <3,0 <3,0 <3,0 <3,0 <3,0
T2 <3,0 <30 <30 <3,0 <3,0 <3,0 <3,0 <3,0
T3 <3,0 <3,0 <30 <3,0 <3,0 <3,0 <3,0 <3,0
T4 <3,0 <3,0 <30 <3,0 <3,0 <3,0 <3,0 <3,0
T5 <3,0 <3,0 <30 <3,0 <3,0 <3,0 <3,0 <3,0
T6 <3,0 <30 <30 <3,0 <3,0 <3,0 <30 <3,0

*Tratamentos: T1: Minced sem antioxidante; T2: Minced com BHT, 100 pg/mL;
T3: Minced com Nori, 25 pug/mL; T4: Minced com Nori, 50 pg/mL; T5: Minced com Hijiki,
25 pg/mL; T6: Minced com Hijiki, 50 pg/mL.

Os tratamentos apresentaram-se dentro dos parametros tolerados pelo
regulamento técnico sobre padrdes microbiolégicos em alimentos, descrito na RDC
n® 12, de 2 de janeiro de 2001 (BRASIL, 2001), que estabelece para produtos a base
de pescado, refrigerados e congelados, como limite maximo para Staphylococcus
coagulase positiva, 5 x 10® UFC/g, coliformes a 45 °C, 10° NMP/g e auséncia de
Salmonella sp em 25 g de amostra.

Embora a legislacdo brasileira ndo estabeleca limites para microrganismos
mesofilos e psicrotroficos, populagcdes elevadas podem reduzir a vida util do pescado
(KIRSCHINK; MACEDO-VIEGAS, 2009).

De acordo com a Tabela 22, foi possivel observar que, tanto a contagem total
em placa de mesofilos quanto de psicrotréficos, em Minced de tilapia, néo
ultrapassaram a contagem de 10° UFC/g. Além disso, a contagem de ambos
diminuiu durante o armazenamento congelado. Marengoni et al. (2009) encontraram
2,26 x 10* UFC/ g de meséfilos para CMS de tilapia. Mélo et al. (2011) encontraram,
para meséfilos, a contagem de 4,3 x 10> UFC/g em CMS lavada e 6,6 x 10° em CMS
ndo lavada de tilapia.



Tabela 22- Contagem total em placa de mesdfilos e psicrotroficos do Minced, durante os 180 dias de armazenamento congelado

Mesdfilos (UFC/g)

Psicrotroficos (UFC/g)

v - 0 60 120 180 0 60 120 180

T1 1,1 x 10° 2,3x10° 40x10° <10 1,2x10°  2,1x10° 5,6 x 10° 9,2 x 10%est
T2 1,0 x 10° 1,0x10° 1,6 x10° 5,1 x 10? 1,0x10° 1,2x10® 6,7 x10° 2,8 x 10°

T3 1,1 x 103 39x10° 3,3x10° 8x10%'est |15x10®° 29x10° 3,8x10? 6,7 x 107

T4 3,7x10° 45x10° 2,3x10° 8x10'st [3,2x10® 1,0x10° 5,6 x 10? 9 x 10" est
T5 1,5 x 10° 34x10° 29x10° 1,8x10° 1,5x10®° 52x10° 6,3 x 10° 6,5 x 10" est
T6 4,3 x10° 25x10° 19x10°  4,6x10° 4,7x10®° 1,7x10° <10 <10

*Tratamentos: T1: Minced sem antioxidante; T2: Minced com BHT, 100 pug/mL; T3: Minced com Nori, 25 pg/mL; T4: Minced com Nori, 50

pug/mL; T5: Minced com Hijiki, 25 pg/mL; T6: Minced com Hijiki, 50 pg/mL. (est: contagem estimada)

4%’
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A International Comission on Microbiological Specification for Foods — ICMSF
estabelece o limite de 10’ UFC/g para contagem padrdo em placas de
microrganismos aerébicos (ICMSF, 1998). Sendo assim, os valores encontrados
para as amostras de todos os tratamentos ficaram dentro do limite citado na
literatura.

Os resultados satisfatorios na avaliacdo microbiolégica podem ser advindos
do cuidado nas operacfes de limpeza e sanificacdo dos utensilios e equipamentos,
da higiene dos manipuladores, além da utilizacdo de agua clorada (5 pg/mL) no
processamento. Kirschnik e Macedo-Viegas (2009) observaram menor contagem de
psicrotroficos na CMS que foi submetida a lavagem, sugerindo que o processo de
lavagem pode exercer efeito benéfico de reducdo da carga microbiana. Tal efeito

também foi constatado por Gryschek, Oetterer e Gallo (2003).

5.10.5 Anélise sensorial do Minced

Na avaliacdo sensorial, a degustacdo das amostras ao longo do tempo
permite detectar o aparecimento progressivo dos produtos de degradacédo dos
lipideos, podendo, portanto, ser considerada a mais fidedigna de todas as
determinacdes. No entanto, esta analise ndo pode se constituir, por si s6, um
método de controle; dificil de ser posta em pratica e de custos elevados, a analise
sensorial apresenta alguns inconvenientes. A sensacdo percebida ndo é Unica e
modifica-se a medida que a oxidacdo progride. Se por um lado os diferentes
constituintes de um produto influenciam a percepc¢ao, por outro a sensibilidade difere
de individuo para individuo (SILVA et al., 1999).

Os resultados da andlise sensorial demonstraram efeitos significativos, no
caso do atributo “cor’ (Tabela 23), para tratamento (p = 0,0304) e tempo de
armazenamento (p = 0,0480). Para a interacdo tempo x tratamento, ndo houve
diferenca significativa (p = 0,8690). Foi possivel observar que o Minced com adig&o
de Hijiki, 50 pg/mL, foi o que apresentou maior alteracdo na cor, detectada pelos
provadores. Os outros tratamentos, estatisticamente, ndo diferiram entre si. Para o
tempo de armazenamento, observou-se um aumento gradativo na alteracéo da cor,

durante os 180 dias.
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Tabela 23- Analise sensorial para o atributo “cor”, do Minced de tilapia

Dias de armazenamento

Tratamentos p=
0 60 120 180

0,0304

Sem antioxidante 1,62 1,62 1,75 1,80 1,70°
BHT: 100 pg/mL 1,12 1,62 1,37 2,20 1,58°
Nori: 25 pg/mL 1,85 1,47 1,75 2,00 1,77%
Nori: 50 pg/mL 2,40 2,30 2,62 3,00 2,58%
Hijiki: 25 pg/mL 1,77 2,62 2,50 2,65 2,38
Hijiki: 50 pg/mL 3,10 3,07 4,12 4,00 3,672

p= 0,0480 1,98° 2,12"° 2,35 2,61%

Erro padrdo para tratamento: 0,32; para tempo: 0,18. Médias (n=3) seguidas por letras
mailsculas nas linhas e mindsculas nas colunas distintas diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5%.

No caso do atributo “aroma de ranco” (Tabela 24), o tempo de
armazenamento influenciou nos resultados (p= 0,0086). Porém, para tratamento (p=
0,3374) e a interacdo tempo x tratamento (p=0,5605), ndo houve diferenca
significativa a 5%. As notas da analise sensorial estdo apresentadas na Tabela 24.

Tabela 24- Andlise sensorial para o atributo “aroma de ranco”, do Minced de tilapia

Dias de armazenamento
Tratamentos

0 60 120 180

Sem antioxidante 1,87 2,00 2,12 2,15
BHT: 100 pg/mL 1,37 2,37 1,75 2,35
Nori: 25 pg/mL 1,42 1,12 2,12 2,65
Nori: 50 pg/mL 2,07 1,82 1,87 3,65
Hijiki: 25 pg/mL 1,60 2,05 2,12 2,15
Hijiki: 50 pg/mL 1,75 2,30 3,00 3,00
p= 0,0086 1,68° 1,95°° 2,177 2,65%

Erro padrdo para tempo de armazenamento: 0,18. Médias (n=3) seguidas por letras mailsculas
nas linhas e mindsculas nas colunas distintas diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5% de
probabilidade.
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De acordo com a analise sensorial, os provadores ndo detectaram diferenca
para o “aroma de ranco” entre as amostras de Minced, ou seja, independente da
aplicacéo de algas marinhas ou do antioxidante sintético BHT, o Minced apresentou,
estatisticamente, frente aos provadores, 0 mesmo “aroma de ranco” da amostra
controle. Este aroma, no entanto, pode ser desconsiderado, frente a escala de
1 (auséncia) a 9 (intenso) presente na ficha disponibilizada aos provadores. A
diferenca foi somente detectada com relacdo ao tempo de armazenamento, sendo
as amostras submetidas a 180 dias, as que apresentaram maiores notas para o
“aroma de rango”.

Trabalhos disponiveis na literatura sobre andlise sensorial, envolvendo
aplicacao de algas marinhas sédo escassos. Prabhasankar et al. (2009) aplicaram a
alga Wakame, em diferentes propor¢cées, em uma nova formulacdo de macarréo, e
avaliaram o sabor e a aparéncia. As formulacdes com menores proporcoes da alga,

5 e 10% (m/m) foram as mais aceitas pelos provadores.
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6 CONCLUSAO

As algas marinhas Nori, Kombu, Hijiki e Wakame, quando comparadas a
outros tipos de algas, apresentam alto teor de compostos fendlicos. Em geral, a
extracdo mais eficiente foi a correspondente ao etanol 60% (v/v), com dois dias de
extragcdo em temperatura ambiente e ao abrigo da luz.

Na atividade antioxidante pelo sequestro de radicais livres DPPH, as algas
Nori e Hijiki se sobressairam, com atividade semelhante ao a-tocoferol. Pelo método
da inibicdo da oxidagao acoplada do sistema [-caroteno/acido linoléico, as mais
bioativas foram as algas Nori e Kombu. Houve correlacdo positiva entre a atividade
antioxidante e o teor de fendlicos presentes nas algas.

Quanto a atividade antimicrobiana, todos os extratos de algas extraidos com
etanol 100% (v/v) foram bioativos. Os extratos apresentaram atividade inibitoria e
bactericida contra Klebsiella pneumoniae e somente inibitéria contra Listeria
monocytogenes.

Os principais compostos identificados pela analise cromatogréafica foram, na
Nori, os acidos clorogénico, vanilico e caféico, além dos aminoacidos como alanina,
glicina, valina e prolina; bem como, glicose e sorbitol. Na alga Hijiki foram detectados
os acidos clorogénico, caféico e cinamico; alanina e prolina; xilitol e ribitol, frutose e
acido linoléico.

Quanto a atividade antioxidante por métodos de oxidacédo acelerada, no caso
do Rancimat, os extratos de Nori e Hijiki (com excecdo de Hijiki 100 pg/mL),
apresentaram atividade semelhante ou maior que a do antioxidante sintético BHT.
Para o método do Oxipres, nenhum extrato foi tdo eficiente quanto o BHT e houve
uma tendéncia de acdo pro-oxidante com o aumento da concentracdo dos extratos
das algas marinhas Nori e Hijiki.

Para o estudo de vida util, a aplicacdo dos extratos de algas marinhas néo
influenciou na composicao centesimal e no pH. Para BNVT a aplicacdo das algas
mostrou-se eficiente no controle da producdo desses compostos, porem em TBARS,
apesar de estarem dentro dos limites aceitaveis de oxidagdo, os extratos de algas
apresentaram um comportamento pro-oxidante. No monitoramento microbiolégico,

as amostras atenderam a legislacédo vigente, sendo, portanto, microbiologicamente
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seguras. Na andlise sensorial, os provadores detectaram minimas diferengas na cor
do produto, porém ndo detectaram diferenca para o “aroma de ranco”. No geral, 0s
tratamentos de Minced de tildpia mantiveram-se dentro dos padrbes de qualidade
durante os 180 dias de armazenamento congelado.

Observou-se, a diferenca de resposta na atividade antioxidante das algas
marinhas de acordo com o método utilizado. O estudo in vitro e por métodos de
oxidacdo acelerada das atividades bioldgicas como forma de selecdo dos extratos

bioativos de produtos naturais, deve ser recomendado.
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Piracicaba, 22 de setembro de 2011

Iima Sre.
Ms. Ingridy Simone Ribeiro Cabral

Prezada Doutoranda:

Comunico que o Projeto de Pesquisa, com o Protocolo n? 94, intitulado "Extratos
de algas como agentes antioxidantes e antimicrobianos e seus efeitos na
qualidade de minced de tilapia (Oreochroms niloticus)”, foi aprovado pelo Comité
de Etica da ESALQ, em 21 de setembro de 2011.

Prof. Dr. Porto
Coordenador do CEP/ESALQ
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Anexo B: Aprovacao da Comisséo de ética ambiental na pesquisa — ESALQ/USP

COMISSAO DE ETICA AMBIENTAL NA PESQUISA - ESALQ/USP

PARECER

Declaro que o protocolo de n® 14 relativo ao projeto “Extratos de algas
como agentes antioxidantes e antimicrobianos e seus efeitos na
qualidade do “minced” de tilapia (Oreochromis niloticus)”, de
responsabilidade da Prof*. Dra, Marilia Oetterer (LAN), esta de acordo com
os Principios Eticos Ambientais adotados das leis e decretos
complementares (Lei No 6.894, de dezembro de 1980, Medida Proviséria no
2166-67 de agosto de 2001, Lein® 4.771 de 15 de setembro de 1965,
Resolugdo CONAMA 1/86, de 23 de janeiro de 1986, NBR1004 de setembro
1987(ABNT) acrescida dos dispositivos e alteragdes, bem como os demais
decretos e instrugbes normativas relativas aos assuntos ambientais
pertinentes.

Piracicaba, 19 de margo 2009.

Profa. Dra. Mana do Carmo Bitiencourt Ofiveira
Comissho de Etica

na Pesquisa
zvia 4o Wﬂ@%?@% 558
Prof*. Maria do Carmo Bittencourt-Oliveira e

Presidente - CEAP
ESALQ/USP



