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RESUMO

OLIVEIRA, L. A. 2013. Atividade da polifenoloxidase do camardo (Litopenaeus
vannamei) submetido ao emprego do frio e atmosfera modificada. 74f. Dissertacdo
(Mestrado em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos), Universidade Federal da Paraiba,
Jodo Pessoa.

Apos a despesca 0 camardo é muito perecivel, com vida de prateleira limitada, devido a
melanose e contaminagdo microbioldgica. A melanose é desencadeada por um
mecanismo bioquimico que oxida fendis a quinonas pela enzima polifenoloxidase
(PPO). As quinonas por sua vez, reagem ndo enzimaticamente com outros compostos
formando melaninas pigmentos escuros, responsavel pela melanose. Apesar de nao
causar danos a saude do consumidor, a melanose reduz drasticamente o valor comercial
do camardo. O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade enzimatica da PPO do
camardo Litopenaeus vannamei submetido ao congelamento, atmosfera modificada e ao
resfriamento em gelo durante seus respectivos armazenamentos. As amostras foram
obtidas em ambiente de comercializagdo, acondicionadas e transportadas ao Laboratorio
de Tecnologia e Processamento de Carnes e Pescado (LTPCP/DEA/UFPB). Os
produtos foram elaborados a partir de camardes inteiros e posteriormente, submetidos
aos seguintes tratamentos: freezer domeéstico a (-18 = 1 °C) — FREEZER; tunel de
congelamento a (-35 °C) — TUNEL; nitrogénio liquido (-86 °C) — NITROGENIO;
refrigeracdo em gelo — GELO; Atmosfera Modificada (75%CO, / 25% O,) — AMI1;
Atmosfera Modificada (25%CO; /75% O,) — AM2 e Embalagem a Vacuo — VACUO.
As amostras congeladas foram armazenadas (-18 °C) por 90 dias e as amostras
refrigeradas em gelo e atmosfera modificada foram armazenadas durante 9 dias. O
nitrogénio liquido e a embalagem a vacuo mostraram-se mais eficacia na inibicdo da
atividade da PPO e no retardamento da melanose durante o periodo de armazenamento.
Quanto aos parametros fisicos houve uma reducdo na cor e atividade agua e um
aumento no pH e forca de cisalhamento ao longo do tempo, tanto nas amostras

congeladas como nas refrigeradas.

Palavras-chave: carcinicultura, métodos de conservacao, polifenoloxidase, melanose.



ABSTRACT

OLIVEIRA, L. A. 2013. Polyphenoloxidase activity shrimp (Litopenaeus vannamei)
submitted to the use of modified atmosphere cold. Dissertation (MSc in Food
Science and Technology), Federal University of Paraiba, Jodo Pessoa.

After despesca shrimp is highly perishable, with a shelf life limited due to the
occurrence of melanosis and microbial contamination. The melanosis is triggered by a
biochemical mechanism that oxidizes phenols to quinones by the enzyme polyphenol
oxidase (PPO). Quinones in turn react non-enzymatically with other compounds
forming dark melanin pigments responsible for melanosis. Although not damaging to
consumer health, melanosis dramatically reduces the commercial value of the shrimp.
The aim of this study was to evaluate the enzymatic activity of PPO shrimp Litopenaeus
vannamei subjected to freezing, modified atmosphere and cooling in ice for their
respective stores. Samples were obtained in trading environment, packed and
transported to the Laboratory of Technology and Processing Meat and Fish (LTPCP /
DEA / UFPB). The products were made from whole shrimp and subsequently submitted
to the following treatments: the domestic freezer (-18 + 1 ° C) - FREEZER; tunnel
freezing at (-35 ° C) - TUNNEL, liquid nitrogen (-86 ° C) - NITROGEN; cooling on ice
- ICE; Modified Atmosphere (75% CO2 / 25% 0O2) - AM1, Modified Atmosphere (25%
CO2 / 75% 02) - AM2 and Vacuum Packaging - VOID. The samples were stored
subjected to freezing (-18 ° C) for 90 days, and the samples cooled on ice and modified
atmosphere were stored for 9 days. The vacuum packaging liquid nitrogen and were
more effective in inhibiting PPO activity, and delayed melanosis during storage. The
color parameters pH, shear force and water activity have changed over time, both in
frozen samples as in chilled.

Keywords: shrimp farming, conservation methods, polyphenoloxidase, melanosis,
freezing, modified atmosphere, cooling.
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1 INTRODUCAO

De acordo com os numeros divulgados pela Organizacdo das NacGes Unidas
para a Agricultura e Alimentacdo (FAO, 2010) no ano de 2008 mais de 52% da
producdo mundial de camaréo foi proveniente do cultivo. A carcinicultura aumentou em
média 13,18% ao ano entre 1998 a 2008, enquanto que a producgdo extrativa cresceu
apenas 1,57% ao ano no mesmo periodo, segundo a Associacdo Brasileira de Criadores
de Camardo (ABCC, 2010). Dessa forma verifica-se que a producao extrativa ja atingiu
o0 seu limite de exploracdo sustentavel, de forma que a crescente demanda mundial s6
podera ser atendida pela producéo advinda da atividade de cultivo.

Uma das preocupacdes do setor de pesqueiro € a alta perecibilidade do pescado,
logo ap0s sua captura. Essa perecibilidade é devido as reagdes bioquimicas e quimicas
de origem autolitica, que degradam componentes musculares (OGAWA; MAIA, 1999;
VIERA, 2004). No caso especifico do camardo, a tirosina, um aminoacido decorrente do
desdobramento da proteina por acdo de bactérias, pode ser oxidada na presenca de
oxigénio pelas enzimas polifenoloxidases (PPO) e causar o desenvolvimento da
melanose (MORAIS, 1981). Segundo Carvalho (2005) a melanose é uma reacdo
quimica natural que ocorre em camardo e resulta no escurecimento da carapaga e em
graus mais avancados, no musculo. O frio é um método bastante utilizado para reduzir
as perdas logo ap0s a captura, ja que as baixas temperaturas sao eficazes para retardar o
crescimento microbiano e as atividades metabdlicas post-mortem dos tecidos animais,
além de controlar as rea¢Bes quimicas deteriorativas, incluindo oxidacdes enzimaticas e
lipidicas e as alteragbes quimicas associadas a modificacdo da cor. A utilizacdo de
baixas temperaturas permite preservar as caracteristicas sensérias do produto. Outro
método utilizado na conservacdo de pescado € a embalagem com atmosfera modificada.
A finalidade desse tipo de embalagem é proporcionar uma vida de prateleira maior aos
produtos alimenticios e prevenir (ou pelo menos retardar) qualquer alteragdes
indesejaveis nas caracteristicas sensoriais, nutritivas e microbioldgicas dos alimentos.
Para Genigeorgis (1985) existem duas categorias de atmosfera modificada empregada
na conservacao de alimentos: modificacdo da atmosfera por meio da adi¢do de misturas

de gases a embalagem e véacuo.
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O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade da PPO do camaréo Litopenaeus
vannamei submetido ao congelamento, resfriamento em gelo e a atmosfera modificada,

durante seus respectivos armazenamentos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 AQUICULTURA MUNDIAL

Segundo dados da Organizacdo das Nacgdes Unidas para Alimentacdo e
Agricultura (FAO, 2010), em 2008 a producdo mundial de pescado foi 159,09 milhdes
de toneladas, sendo 90.8 milhdes (57,04%) oriundos da pesca extrativa e 68.3 milhdes
(42,96%) da aquicultura. Nas ultimas décadas a aquicultura vem sendo responsavel pelo
crescimento da producdo do pescado, apesar da elevada representatividade da pesca
extrativa. Até o final dos anos 80, a pesca extrativa chegou a representar mais de 90%
da producdo total. Porém, o crescimento da producdo mundial, entre 1998 e 2008 foi
atribuido, fundamentalmente, a aquicultura, que obteve crescimento de 179,51%, ao
passo que a pesca extrativa evoluiu, apenas, 3,66% (FAO, 2010). Essa mudanga na
dindmica da base produtiva contribui para o desenvolvimento sustentavel da atividade.

Na figura 1 esta ilustrada a evolucdo da producao pesqueira de 1950 a 2008.

160 4
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40 1
a1l

1950 1960 1970 1980 1990 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008

MMilhoes de toneladas

BPesca W Aquicultura

FIGURA 1 - Evolugdo da produgdo mundial de pescado, 1950-2008.

Fonte: FAO, 2010

Nos proximos anos a tendéncia € que a aquicultura continue mantendo seu
crescimento. A procura dos consumidores por uma dieta mais saudavel é um fator que

contribui com esse crescimento devido a qualidade do pescado em relagdo a outras
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fontes de proteina animal, associando 0 seu consumo a saude. A aquicultura também
devera atuar como uma atividade complementar a pesca, especialmente, num contexto
de reducdo dos estoques naturais, abrindo possibilidades para a inser¢cdo de pescadores
artesanais. Adicionalmente, traz como diferencial competitivo a maior integracdo a
agroindustria, uma vez que permite uma oferta mais regular do produto (LOPES et al,
2010).

China, Indonésia, india, Peru, Jap&o, Filipinas, Estados Unidos e Chile sdo os
principais paises produtores de pescado, em conjunto, respondem por 63,98% da
producdo total. A China lidera este mercado desde 1998, em 2008, produziu 57,8
milhdes de toneladas. A Indonésia, apesar do segundo lugar, produz 8,8 milhGes de
toneladas. O Brasil produziu 1,2 milhdes de toneladas ocupando o 22° lugar (FAO,
2010).

Com relacdo a producdo mundial de camardo, a evolucdo entre os anos de 1998
(3.629.976 t) e 2008 (6.519.671 t), tem como destaque, a participacdo da carcinicultura,
com um aumento de 244% nos Ultimos dez anos passou de uma representacéo de 27%
(985.898 t) para 52% (3.399.105 t) (FAO, 2010).

De acordo com os numeros divulgados pela Organizacdo das NacGes Unidas
para a Agricultura e Alimentacdo (FAO, 2010), referentes as estatisticas mundiais de
pescado do ano de 2008, verifica-se que a producdo extrativa de camardo ja atingiu o
seu limite de exploracdo sustentavel. Portanto, com a crescente demanda mundial por

esse produto, s6 podera ser atendida pelo cultivo.

2.2 CARCINICULTURA NO BRASIL

A carcinicultura brasileira é uma atividade recente, onde as primeiras tentativas
de producéo de camardo ocorreram entre os anos de 1972 e 1974, tendo como base
tecnologias importadas, cujas validacGes e aprimoramentos contribuiram para a
definicdo de um pacote tecnologico proprio e adequado a realidade nacional. Nessa
mesma década foi criado, pelo governo do Rio Grande do Norte, o “Projeto Camarao”,
visando estudar a viabilidade do cultivo de camardo em salinas desativadas, ja que a
extracdo do sal enfrentava séria crise de preco e de mercado. Foi escolhida a espécie

Penaeus japonicus para a produgédo, devido aos conhecimentos prévios de técnicas
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relacionadas a sua reproducao e cultivo. Porém a espécie se mostrou inviavel frente as
condicGes ambientais apresentando pelo pais, assim como a utilizacdo de tecnologias
inadequadas (ARAUJO, 2003; ROCHA et al., 2004; NATORI, 2011).

Com a evolucéo da producdo do camardo Litopenaeus vannamei no Equador, o
Brasil comecou a cultivar a espécie nos anos 90 e a atividade chegou ao atual estagio de
desenvolvimento. A produgdo brasileira de camardo marinho vem crescendo
significativamente nos Ultimos anos, destacando-se a Regido Nordeste como principal
polo produtor do pais. Esta regido € responsavel por aproximadamente 95% da
producdo nacional da carcinicultura, por possuir clima quente e favoravel ao cultivo
durante todos os meses do ano. Em pouco tempo, o “Camardo Branco do Pacifico” ou
“Camardo Cinza” como ¢ conhecido demonstrou alta adaptabilidade as condicfes
climaticas brasileiras, devido a rusticidade, rapidez no crescimento, ampla faixa de
tolerancia a salinidade e grande aceitacdo no mercado, transformando-se praticamente
na Unica espécie cultivada comercialmente no pais.

Entre os anos de 1997 a 2007, a producdo de camardo no Brasil cresceu em
ritmo acelerado atingido os 253,61%. Os avangos da tecnologia em relacdo a
reproducdo engorda, autossuficiéncia na producdo de pos-larvas, oferta de racdo de
qualidade e o processamento do produto final tornaram o Brasil como destaque mundial
no cultivo de camardo (OSTRENSKY NETO, 2002; ROCHA et al., 2004; POERSCH
et al., 2006; FONSECA et al., 2009; NATORI, 2011).

O camarao branco do Pacifico, Litopenaues vannamei, se distribui naturalmente
ao longo da costa do Pacifico da América do Sul e Central. Na década de 1990 foi
introduzida no Brasil sendo, portanto a espécie mais cultivada, respondendo por mais de
95% da producdo nacional demonstrando boa capacidade de adaptacdo as diferentes
condicdes climaticas do Brasil, isso se deve a rusticidade, rapido crescimento em todas
as fases de processo produtivo, ampla faixa de tolerancia a salinidade, e a capacidade
em aproveitar dietas com niveis protéicos variando de 20% a 40% (CASTRO;
PAGANI, 2004; COSTA; SAMPAIO, 2004).

2.3 ACAO DA POLIFENOLOXIDASE EM CAMARAO

O termo polifenoloxidases (PPO), é geralmente utilizado para se referir a duas

enzimas semelhantes envolvidas na oxidacdo de fenol na presenca do oxigénio
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molecular: tirosinases (EC1.14.18.1), que catalisam hidroxilacdo de monofenois para o-
difendis (atividade monofenolase) e a oxidagdo de o-difendis para o-quinonas (atividade
difenolase), e catecoloxidase (EC 1.10.3.1) que sé catalisam a oxidacdo de o-
dihidroxifenois para o-difendis (GARCIA-MOLINA et al., 2005; ZAMORANO et al.,
2009; NIRMAL E BENJAKUL, 2012). Nos crustaceos a PPO é uma enzima endogena
distribuida principalmente na carapaca, seguido do exoesqueleto abdominal,
cefalotorax, pledpodos e telson (ZAMORANO et al., 2009). Para Montero et al.,(2001)
a PPO em camardo € mais comumente encontrada na carapaca do cefalotérax. Ogawa et
al., (1984) relataram que a enzima esta localizada na carapaca do cefalotorax, na zona
caudal (telson e urépodos) e na cuticula do abdémen, principalmente nas zonas onde 0s
segmentos das cuticulas se juntam. Outros pesquisadores afirmaram que a enzima esta
presente na membrana gque cobre o musculo, no hepatopéancreas (onde € sintetizada) e na
hemolinfa (NAKAGAWA E NAGAYAMA, 1981; BONO et al., 2010; HUANG et al.,
2010; GIMENEZ et al., 2010).

A PPO exerce varias funcdes fisioldgicas importantes no desenvolvimento dos
crustaceos, como esclerotizacdo (endurecimento da carapaca) apds a muda, cicatrizagdo
de leses na cuticula, e participa nas reacdes de defesa (CARVALHO, 2005). E também
responsavel pelo desenvolvimento da melanose, escurecimento indesejavel que ocorre
na superficie da carapaca de camardo e lagosta, principalmente, causando uma drastica
reducdo no valor comercial desses produtos. Apesar da sua aparéncia a melanose nao
oferece risco a satde do consumidor.

O processo de melanose é acionado por um mecanismo bioquimico natural do
camardo post-mortem o qual consiste na oxidacao de substratos fendlicos para quinonas,
catalisada pela enzima PPO. A polimerizacdo ndo enzimatica das quinonas incolores da
origem a pigmentos escuros, insollveis e de alto peso molecular, as melaninas
(MONTERO et al., 2004 ; GIMENEZ et al., 2010). Traumas causados durante a captura
favorece a formacdo da melanose, sendo que o inicio e a intensidade de ocorréncia
diferem entre as espécies, variando com o ciclo de muda, métodos de despesca,
manipulacdo e temperatura de armazenamento. Evidéncias sobre maior atividade de
PPO coincidir com o estagio de muda da lagosta foram fornecidas por Bartolo e Birk
(1998). Bono et al., (2010) pesquisando o camardo rosa, Parapenaeus longirostris,
relataram que mudancas sazonais e fatores fisiologicos relacionados ao tamanho, sexo e

periodo de desova podem alterar a atividade da polifenoloxidase em crustaceos. Eles
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identificaram que a atividade de PPO foi maior durante o verdo e que camardes machos
juvenis apresentaram a maior atividade enzimaética.

Nos crustaceos, a melanose é um processo rapido, a pigmentagdo surge de um a
quatro dias ap0s a captura, mesmo sob estocagem refrigerada, aparecendo antes que o
produto seja deteriorado, caracterizando uma perda organoléptica, fazendo com que o
consumidor rejeite o produto (YOKOHAMA, 2007, MONTERO et al., 2001). A
refrigeracdo por si s6 ndo impede o desenvolvimento da melanose, apenas retarda, visto
que a enzima permanece ativa durante todo o processamento post-mortem, a menos que
0 camardo seja congelado ou cozido. O mecanismo da reacdo de escurecimento em
camardo comega na cabeca e depois se espalha para a cauda, diferindo entre as espécies
a taxa de propagacdo. Estéa diferenca esta relacionada aos niveis de substratos ou nivel
de concentracdo da enzima em cada espécie (SIMPSON et al., 1988).

A melanose é avaliada por inspecdo visual através de um painel de julgadores
treinados, os quais avaliam a melanose utilizando um escala de pontos de acordo com o
grau de melanose. Bartolo e Birk (1998) e Montero et al., (2004) fizeram adaptacGes da
escala proposta Otwell e Marshall (1986) diminuindo o niumero de estagios de melanose
de camardo de 10 para 4 ou 5 estdgios. Na Tabela 1 sdo apresentados os estagios de
melanose proposto por Montero et al., (2004), para camardo da espécie Parapenaeus

longirostris.

Tabela 1 - Escala e descri¢do do desenvolvimento de melanose em camaréo.

Estégios de )
Descricéo
melanose
1 Auséncia
2 Leve a moderada (até 30% da superficie do corpo afetada)
3 Severo (30-70% da superficie do corpo afetada)
4 Extremamente severa (70-100% da superficie do corpo afetada)

Fonte: Montero et al., 2004
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2.4 CONSERVACAO DO PESCADO

O alto grau de perecibilidade do pescado, logo apds a captura é devido as
reacOes bioquimicas e quimicas de origem autolitica, do proprio pescado, que degradam
componentes musculares (OGAWA; MAIA, 1999; VIERA, 2004). Essas alteracdes séo
iniciadas pela acdo autolitica das enzimas musculares que hidrolisam proteinas e
lipideos seguidos da acdo dos micro-organismos sobre os compostos formados,
causando alteragdes no sabor, cor, textura, caracterizando, portanto o nivel de frescor ou
de decomposicdo do pescado (MAYER, 2000). No caso especifico do camardo, a
tirosina € um aminoacido decorrente do desdobramento da proteina por acdo de
bactérias. A tirosina, na presenca de oxigénio, ¢ oxidada pela enzima PPO formando o-
quinonas. Estes compostos bastantes reativos sdo polimerizados dando origem as
melaninas, pigmentos escuros de alto peso molecular, responsavel pela melanose no
camarao. (MORAIS, 1981).

De acordo com Campandne et al., (2002) o pescado € um alimento perecivel a
indUstria pesqueira, e esta tem uma grande preocupagdo em aprimorar suas tecnologias
de conservacao a fim de conseguir um produto final de maior qualidade. Os métodos
que utilizam baixas temperaturas sdo atualmente, os mais importantes na preservacao
das caracteristicas sensoriais e no prolongamento da vida datil do produto
(GONCALVES; GINDRI JUNIOR, 2008).

Para Ogawa e Maia (1999) o uso do frio como método de conservacéo é eficaz
visto que a velocidade de proliferacdo das bactérias e das reacdes quimica e enzimatica
envolvidas no processo de autélise depende principalmente da temperatura. Porém o
resfriamento e o congelamento ndo contribuem para a melhoria da qualidade do produto
do final, caso este ndo tenha alcancado os padrdes de qualidade e higiene durante a
captura, armazenamento e distribuicdo (CHEVALIER, et al., 2000; ARANNILEWA et
al., 2005). O tipo de conservacao utilizada ira definir o prazo de validade ou o tempo de
conservacdo do produto. Entretanto, essa conservacdo deve ser tal que o alimento
conserve a0 maximo suas qualidades sensoriais e nutritivas, como também sua
seguridade de consumo (OGAWA e MAIA et al., 1999).
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2.5 USO DO FRIO NA CONSERVACAO DO CAMARAO

A refrigeragdo compreende 0s processos de resfriamento e congelamento. O
resfriamento pode manter as caracteristicas do alimento em seu estado original, mas o
tempo de vida util do produto é curto. No congelamento, o desenvolvimento de micro-
organismos é bruscamente inibido devido ao aumento da concentracéo relativa de soluto
e abaixamento da atividade de agua nos tecidos (OGAWA e MAIA, 1999).

De acordo com o Regulamento da Inspecéo Industrial e Sanitaria de Produtos de
Origem Animal do Ministério da Agricultura (BRASIL, 1952), em seu Artigo 439, o
pescado, em natureza, pode ser: fresco, resfriado ou congelado. Entende-se por fresco o
pescado dado ao consumo sem ter sofrido qualquer processo de conservacao, a nao ser a
acao do gelo. Entende-se por resfriado o pescado devidamente acondicionado em gelo e
mantido em temperatura entre -0,5°C e -2 °C. Por fim entende-se por congelado o
pescado tratado por processos adequados de congelamento, em temperatura nao
superior a -25° C.

Para Fennema (1985) o armazenamento sob refrigeracdo utiliza temperaturas
acima de 0 °C e abaixo de 15 °C. Nessa faixa de temperatura é possivel retardar o
crescimento microbiano e as atividades metabolicas post-mortem dos tecidos animais,
controlar as rea¢Ges quimicas deteriorativas, incluindo oxidacGes enzimatica e lipidica e
alteragBes quimicas associadas com a modificacdo da cor, além de controlar a autolise
do pescado e de evitar a perda de umidade e de nutrientes em geral e por fim obter um
produto conservado. Segundo Ogawa e Maia (1999) para garantir e assegurar a
qualidade quimica, microbioldgica e sensorial o resfriamento do pescado deve ser feito
logo apds a despesca. E interessante registrar que pequenas alteragdes na temperatura
podem ser efetivas no aumento da vida util além de evitar ou retardar as reacdes
qguimico-enzimaticas envolvidas no processo de autblise como também o
desenvolvimento de micro-organismos que contribuem para a deterioracdo do pescado.

Temperaturas de resfriamento envolvem gelo ou refrigeracdo mecanica. Pode ser
utilizado como método de conservacdo ou como de preservacdo temporaria, até que
outro processo seja aplicado. Alimentos pereciveis como o0s pescados podem ser
estocados em gelo por um tempo limitado. De acordo com Vieira et al. (2004), o gelo
utilizado na conservacdo do pescado devera ser de 6tima qualidade em relacdo ao seu
aspecto bacteriologico, pois a qualidade deste afetara diretamente a qualidade do

pescado. Os autores pontuam ainda gque, para manter o contato com o pescado, o gelo
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empregado para sua preservacao devera ser finamente triturado, pois qualquer pedaco
grande poderd causar prejuizos ao pescado, dilacerando seus tecidos, dando assim
possibilidade a um ataque bacteriano mais acelerado.

Para retardar o desenvolvimento da melanose, apds a despesca, 0 camardo é
imediatamente submetido ao resfriamento em temperatura inferior a 5 °C (LUCIEN,
2003). Ogawa e Maia (1999) evidenciaram que havendo minimizacdo do estresse
durante o sacrificio (anestesia com gelo - choque térmico) os substratos e enzimas se
distribuem uniformemente nos tecidos tegumentares, evitando, desta forma, a
concentracdo de substancias nas regifes afetadas e diminuindo o nivel de
escurecimento. Araujo (2007) analisando camardo da espécie Litopenaeus vannamei
durante a estocagem em gelo encontrou valores de melanose considerados severos a
partir do décimo dia de armazenamento.

O congelamento ¢ um método de conservacdo amplamente utilizado pela
indUstria de pescado, por ser bastante efetivo contra o crescimento de micro-organismos
e no retardamento de rea¢Ges quimicas minimizando as perdas nutritivas e sensoriais do
produto. No entanto, durante o congelamento prolongado as reacdes fisicas, quimicas e
bioldgicas continuam ocorrendo lentamente, causando alteracdes de textura, sabor e cor,
perda de peso e de suculéncia, perda por gotejamento, desnaturagédo proteica, reactes de
hidrélise e a processos oxidativos, estas perdas sdo atribuidas a taxa de congelamento e
descongelamento, temperatura de armazenamento, flutuacdes de temperatura, abuso de
congelamento e descongelamento durante o armazenamento, transporte, exposicdo de
varejo e consumo. (GONCALVES e GINDRI JUNIOR, 2008; TSIRONIA et al., 2009;
FENNEMA, 2010).

A taxa de congelamento é determinada de acordo com o método de
congelamento os quais se classificam em congelamento por ar parado (freezer
domeéstico), por ar forcado (tinel de congelamento) e congelamento criogénico. No
congelamento por ar parado a dissipacdo de calor é lenta (-25 °C), podendo causar
danos as células do musculo e as suas proteinas, esse efeito é causado pela formacgéo de
grandes cristais de gelo, os quais se apresentam em menor quantidade e prevalecem na
parte extracelular. O congelamento com ar for¢ado (-35 °C) permite a transferéncia
rapida de calor, cristalizando a 4gua intramuscular de maneira muito eficiente. Por fim o
congelamento criogénico, que utiliza gases condensados como nitrogénio liquido (-195
°C), didxido de carbono sélido ou gelo seco (-98 °C) é um método ultrarrapido de

congelamento, o qual tém se mostrado vantajoso em relacdo a0 método mecanico, pois
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a rapida reducdo da temperatura permite uma melhor manutencdo da qualidade do
produto (OGAWA e MAIA, 1999; FENNEMA, 2010). Segundo Aquino et al., (2011)
qguando as membranas das organelas celulares séo danificadas durante o congelamento,
a liberacdo das enzimas nelas contidas e o contato com seus substratos, dos quais antes
estavam separadas fisicamente, podem favorecer o inicio de algumas reacOes
enzimaticas.

Em pesquisas realizadas por Gongalves et al., (2008) o camardo tratado com
fosfatos submetidos ao congelamento criogénico (nitrogénio liquido) apresentou
maior rendimento quando comparado ao congelamento mecanico, e devido a baixa
temperatura utilizada no processo reduziu perda de peso durante o descongelamento.
Diaz-Tenorio et al., (2006) analisaram o efeito do descongelamento em camardo da
espécie Litopenaues vannamei congelado pelos métodos de congelamento criogénico
(nitrogénio liquido) e congelamento por conveccdo forcada, observaram que o camarao
submetido ao congelamento criogénico apresentou maior capacidade de retencdo de
adgua e menores prejuizos nas caracteristicas de textura ( forca de cisalhamento,
fraturabilidade e dureza) apds o descongelamento. Os mesmos autores concluiram que
0 congelamento por nitrogénio liquido mantém a estrutura da célula muscular intacta, e
que a vida de prateleira de camardo foi maior com o método congelamento criogénico
do que o congelamento por ar forcado. Boonsumrej et al. (2007) ao analisar efeitos do
congelamento e descongelamento nas varia¢6es da qualidade do camarao tigre Penaeus
monodon congelado por jato de ar e por congelamento criogénico relataram que
congelamento criogénico ndo provocou perdas na textura do produto. Segundo
Rotllant et al., (2002) o congelamento rapido é um método coadjuvante na prevencao da
melanose, permitindo a estocagem durante trés meses sem alteracdo na aparéncia do

camarao.

2.6 EMBALAGEM COM ATMOSFERA MODIFICADA

Segundo Parry (1993) a embalagem em atmosfera modificada (EAM) é um
método baseado na eliminagéo do ar no interior do envase e substituicdo por um gas, ou
mistura de gases, dependendo do tipo de produto. A finalidade desse tipo de embalagem

é proporcionar uma vida de prateleira maior aos produtos alimenticios e prevenir ou
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retardar qualquer alteracdo indesejavel nas caracteristicas sensoriais, nutritivas e
microbioldgicas dos alimentos. Para Genigeorgis (1985) existem duas categorias de
atmosfera modificada empregada na conservacdo de alimentos: modificacdo da
atmosfera por meio da adicdo de misturas de gases a embalagem e pela técnica de
embalagem a vacuo. A embalagem a vacuo é definida por Parry (1995), como a forma
mais simples do uso da atmosfera modificada o qual consiste no acondicionamento em
embalagem de baixa permeabilidade ao oxigénio, onde o ar € retirado da embalagem e
posteriormente soldada. Prentice et al., (2005) descreve o acondicionamento em
embalagem com atmosfera modificada a vacuo como processo tecnologico de
conservacao de alimentos, onde o alimento € privado da exposic¢do ao ar, o que permite
maior controle no desenvolvimento de micro-organismos, reagdes quimicas e
enzimaticas, principais mecanismos de deterioracdo dos alimentos.

O processo da embalagem em atmosfera modificada por adigdo de gases ¢
realizado pela substituicdo do ar, no interior da embalagem, por uma mistura de gases
como oxigénio (O,), dioxido de carbono (CO,) e nitrogénio (N,). O didxido de carbono
é o principal responsavel pelo efeito bacteriostatico. Seu mecanismo de acdo ndo esta
totalmente elucidado, mas quando sua concentracdo na atmosfera é igual ou superior a
20%, ocorre reducdo do pH, interferéncia na atividade de algumas enzimas e no
metabolismo do succinato, paralelamente a desidratagdo da membrana celular por
bloqueio da migracdo de compostos hidrossollveis para o interior da célula ( PERRY,
1993; FRANCO,2008). O nitrogénio € um gas inerte, insipido com baixa solubilidade
em agua e na gordura. O N3 é usado como um gas de enchimento, substituindo o O,
como uma alternativa da embalagem a vacuo, visto que, por ser pouco sollvel em agua
e gordura, é utilizado para limitar o colapso da embalagem causado pela absor¢cdo do
CO; pelo produto. O gas oxigénio geralmente estimula o crescimento de bactérias
aerdbicas e inibe o crescimento de anaerdbias estritas, embora exista uma grande
variacdo da sensibilidade de anaerébios ao O,. (PERRY, 1993; CHURCH, 1994;
FRANCO, 2008).

Para Stammen et al., (1990) as principais modificagdes sensoriais que ocorrem
em pescado embalado na presenca de CO, sdo odor acido, descoloragdo, perda de
umidade e alteracdo da textura. O odor acido é causado pelo crescimento de bactérias
acido-laticas e rapidamente dissipado quando o produto é exposto ao ar; a descoloragédo

ocorre devido auséncia de O, na atmosfera, sendo mais significativo em peixes com
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carne escura; a acidificacao do pH leva a maior perda de umidade e, consequentemente,
a textura do pescado apresenta-se mais amolecida.

Escundini, (2010) estudando o efeito da embalagem em atmosfera modificada
sobre a validade comercial de filé de tilapia nilética (Oreochromis niloticus) concluiu
que a utilizacdo da embalagem em atmosfera modificada (100% CO2) apresentou
melhores resultados no aumento de validade comercial de filés de tilapia estocados a 5
°C, mantendo a contagem de mesdfilos e valores de pH em niveis aceitaveis durante 22
dias de estocagem. Bono et al., (2012) analisou o efeito combinado do congelamento e
atmosfera modificada em diferentes misturas de gases (100% N2, 50% CO2 + 50% N2
e vécuo) no controle da melanose em camardo Parapenaeus longirostris armazenado
por um periodo de 12 meses. De acordo com o estudo a combinacdo de embalagem a
vacuo e armazenamento congelado ndo pode ser utilizado para inibir ou retardar o
escurecimento em camardo. Os autores explicam que este resultado pode
ser relacionado com vestigios de ar atmosférico (isto €, oxigénio), que permaneceu no
espaco entre os camar@es por causa da dureza do exoesqueleto. Por outro lado, até os
seis meses de armazenagem, as amostras acondicionadas em N, ndo mostraram
quaisquer sinais de manchas pretas, observada nas amostras acondicionadas a vacuo.
Este resultado corrobora as observagdes feitas por Adachi e Hirata (2011) comprovando
que a melanose é induzido pelo oxigénio e, portanto, 0 método de embalagem de (100%
de N;) podem ser usados para retardar o escurecimento post-mortem de camarao. Nas
amostras embaladas em atmosfera contendo (50% CO; + 50% N,) foi possivel observar
uma ligeira perda da cor natural, entre o0 sexto e oitavo més de armazenamento. Esta
descoloracdo, provavelmente esta associado com oxidacdo lipidica, em vez da
progressao da melanose.

Nirmal e Benjakul, (2011) verificaram o retardamento das alteracBes de
qualidade de camardo branco (Litopenaues vannamei), tratado com a combinacdo de
extrato verde cha e embalagem em atmosfera modificada contendo uma mistura de
gases (50%CO, + 45%N, + 5%0,). O efeito isolado desses dois tratamentos, durante o
armazenamento refrigerado, comprovaram que o camarao tratado com o extrato de cha
verde, rico em compostos fenolicos, antes do acondicionamento em atmosfera
modificada apresentou a menor pontuacdo de melanose durante todo o periodo de
estocagem e que a partir do quarto dia, o camardo tratado apenas com atmosfera

modificada apresentou um aumento no escore da melanose.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 OBTENCAO DA MATERIA-PRIMA

Foram adquiridos camardes marinhos da espécie Litopenaeus vannamei, inteiros
e classificacdo 100-120 pecas/kg provenientes de uma mesma empresa produtora,
localizada no Estado da Paraiba. As amostras foram coletadas em ambiente de
comercializacdo (entreposto) e transportadas o Laboratério de Tecnologia e
Processamento de Carnes e Pescado - LTPCP da Universidade Federal da Paraiba,
devidamente acondicionadas em caixas isotérmicas, contendo gelo na proporc¢éo de 2:1
(gelo/camardo). As andlises fisicas e quimicas foram realizadas nos laboratorios do
Departamento de Engenharia de Alimentos do Centro de Tecnologia, Campus |, da
Universidade Federal da Paraiba — UFPB.

3.2 TRATAMENTOS

3.2.1 Congelamento

Camardo inteiro foi acondicionado em saco plastico com fecho e submetido aos
seguintes congelamentos: freezer doméstico a (-18 + 1 °C) — FREEZER; tlnel de
congelamento a (-35 °C) — TUNEL; nitrogénio liquido (-86 °C) — NITROGENIO. As
amostras congeladas foram armazenadas a -18 + 1 °C durante 90 dias e analisados em
intervalos de 30 dias sendo descongeladas sob refrigeracdo (4 °C) por 24 horas para

realizacdo das analises.

3.2.2 Atmosfera modificada

As amostras foram acondicionadas em embalagens plasticas de baixa
permeabilidade ao oxigénio, e submetidas as seguintes tratamentos: atmosfera
modificada contendo (75% CO, + 25% O,) — AM1,; atmosfera modificada contendo
(25% CO, + 75% 0O,) ~AM2 e embalagem a vacuo — VACUO. Posteriormente as

amostras foram seladas em seladora TecMaq modelo — TM150 e armazenadas sob
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refrigeracdo a 1+1 °C durante nove dias, as analises foram analisadas no intervalo de

trés dias.

3.2.3 Resfriamento em gelo

Camar0es inteiros foi armazenado em contato direto com o gelo em escama, em
caixas com isolamento térmico, durante nove dias sendo as analises realizadas no
intervalo de trés dias. A reposicdo do gelo e drenagem da agua foi feita a cada 24h. O

gelo utilizado foi obtido em ambientes de comercializag&o.

3.3 ANALISES QUIMICA E FiSICA

3.3.1 Atividade da polifenoloxidase

A determinagdo da atividade da polifenoloxidase foi obtida de acordo com o
método descrito por Bono (2010), com modifica¢bes. O extrato enzimatico foi obtido a
partir do tecido rigido do camarao (carapaca do cefalotorax, exoesqueleto do abdémen,
pereidpodes, pledpodos, Uropodo e telson) e triturados em um processador doméstico e
misturados a solucdo tampéao fostato de sédio 0,05M (pH 7,2) previamente resfriados a
4 °C contendo NaCl 1M e 0,2% do detergente Triton-X 100. O uso de detergente
garante a extracdo de enzimas ligadas a membrana celular devido ao seu carater
lipolitico. A proporc¢do do extrato (camardo + tampdo) foi de 1:3 (p-v). O extrato foi
homogeinizado durante 30 minutos sob refrigeracdo e centrifugado a 3500 rpm por mais
30 minutos sob refrigeracdo a 4 °C. A atividade da PPO foi determinada utilizando uma
mistura de reacdo constituido de 0,5 mL do extrato bruto, 1,0 mL de tampao fosfato de
sodio 0,05M (pH 6,5) e 1,5 mL de substrato catecol 40mM, em tampao fosfato de sodio
0,05M (pH 6,5) perfazendo um total de 3,0 mL. O branco foi preparado igual a mistura
reativa excluindo o substrato. A atividade enzimatica foi medida a 475 nm, 25 °C
durante 15 mim em espectrofotometro. Os resultados foram expresso em U, onde 1 U
corresponde a um aumento na absorvancia de 0,001/min/mL. Todas as leituras foram

realizadas em triplicata.
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3.3.2 Determinacéo de proteinas

O teor de proteinas foi determinado conforme descrito por Lowry et al., (1951),
utilizando albumina de soro bovino. Os resultados foram expressos em mg-mL™ de

extrato bruto.

3.3.3 Analise instrumental de cor

Foi determinada de acordo com a metodologia descrita por Santos (2008),
utilizando-se um colorimetro digital Minolta (Modelo CR-300, Minolta, Osaka, Japan).
A cor foi determinada em trés zonas (cabeca, corpo e cauda) no camarao inteiro. Foram

feitas trés repeticGes em triplicata.

3.3.4 Textura

As andlises de textura foram realizadas em texturdbmetro utilizando célula de
carga de 25 kg e programa aplicativo fornecido com o equipamento (Texture Expert for
Windows, versdo 1.19). Para medicdo da forca de cisalhamento foi utilizada lamina de
aco inox HDP/BSK, a qual foi ajustada para transpassar verticalmente o segmento
abdominal a 2 mm/s. A forca méxima de cisalhamento, em Newton (N), foi

automaticamente determinada pelo programa.

3.3.5 Potencial hidrogenidnico (pH)

Foi determinado utilizando-se um potenciometro digital (DIGIMED, modelo
pH 300M, Sdo Paulo, Brasil), provido de um eletrodo de vidro (ANALYSER, modelo
2%13-HG, S&o Paulo, Brasil), calibrado com solugdo tampao pH 7,0 e 4,0,
seguindo os parametros descritos pelo método no 947.05 da AOAC (2000).

3.3.6 Atividade de 4gua (Aa)

Foi realizada de acordo com o método 978.18, descrito pela AOAC (2000),
utilizando-se um aparelhno DECAGON (modelo PAWKIT, série P04266, Séao

Paulo, Brasil).
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3.4 ANALISE VISUAL DE MELANOSE

A melanose foi avaliada através de inspe¢do visual por um painel formando por
seis julgadores treinados, utilizando uma escala de 4 pontos (MONTERO et al., 2004).
Para obtencdo da escala de pontuacéo foi criado um teste de resisténcia dos camardes,
0s quais foram mantidos sob refrigeracdo durante 14 dias, e registrados o grau de
desenvolvimento de melanose, por meio de fotos. As fotos identificaram 4 estagios de
desenvolvimento de melanose, conforme a Figura 2. A ficha de avaliacdo visual de

melanose apresentada aos painelistas encontra-se em Anexo.

Descricéo da Exemplo

Estagio Melanose

1 Ausente

Leve a moderada
2 (até 30% da superficie
do corpo afetada)

Severa
(de 30-70% da
superficie do corpo
afetada)

Extremamente severa
(de 70-100% da
superficie do corpo
afetada)

Figura 2 - Estégios de desenvolvimento de melanose em camar&o da espécie
Litopenaeus vannamei.

Fonte: Montero et al., 2004. Com adaptagéo.
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3.6 ANALISE ESTATISTICA

A avaliagdo estatistica dos resultados das analises foi realizada por meio de
analises de variancia (ANOVA), em delineamento inteiramente casualisado (DIC),
utilizando o programa SISVAR, versdao 5.3 (FERREIRA, 2008). Os dados foram
analisados em funcdo do tempo de armazenamento e por comparagdo dos métodos de
congelamento utilizando o teste Tukey ao nivel de 5 % de significancia.
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RESUMO

O escurecimento post-mortem do camardo é um dos principais fatores de
deterioracdo, este processo é denominado de melanose e é causado por um processo
bioquimico, iniciado na presenca de oxigénio, pela acdo catalizadora da
polifenoloxidase (PPO) enddgena do camardo. O uso de baixas temperaturas pode inibir
ou reduzir a atividade da polifenoloxidade, as quais sdo responsaveis pela formacao de
melaninas. O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade enzimética da (PPO) em
camardo cultivado congelado. Na pesquisa, foram utilizados camardes inteiros da
espécie Litopenaeus vannamei, submetidos aos seguintes congelamentos: freezer

doméstico a (-18 + 1 °C) — FREEZER; tunel de congelamento a (-35 °C) — TUNEL;
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nitrogénio liquido (-86 °C) — NITROGENIO. As amostras foram armazenadas a -18 °C
durante 90 dias. Os resultados mostraram que o tempo e 0 método de congelamento
influenciaram na atividade da PPO e no desenvolvimento da melanose. O congelamento
em nitrogénio liquido foi mais eficiente na inibicdo da atividade da PPO e no
retardamento da melanose durante os 90 dias de armazenamento. Quanto aos
parametros fisicos foram observado algumas altera¢des tais como reducao na atividade
de 4gua e luminosidade (L*), aumento no pH, e for¢a de cisalhamento em todos os

métodos de congelamentos avaliados .

Palavras-chave: Litopenaeus vannamei, conservacdo, melanose, parametros fisicos.

ABSTRACT

The darkening postmortem Shrimp is one of the main factors of deterioration, this
process is called melanosis and is caused by a biochemical process, initiated in the
presence of oxygen, the catalytic action of polyphenol oxidase (PPO) endogenous
shrimp. The use of low temperatures can inhibit or reduce the activity of
polyphenyloxidase, which are responsible for the formation of melanins. The aim of this
study was to evaluate the activity of the enzyme (PPO) in frozen farmed shrimp. In the
research we used whole shrimp species Litopenaeus vannamei which were submitted to
the following freezes: the domestic freezer (-18 £ 1 ° C) - FREEZER; tunnel freezing at
(-35 ° C) - TUNNEL, liquid nitrogen (- 86 ° C) - NITROGEN The samples were stored
(-18 ° C) for 90 days. The results showed that time and freezing method influence the
enzymatic activity of PPO and in the development of melanose. The method by freezing
in liquid nitrogen proved to be more effective in inhibiting PPO activity and delayed

melanosis during the 90 days of storage. As for the physical parameters were observed



42

some changes such as reduction in water activity and lightness (L*), increase in pH, and

shear force in all methods evaluated freezes.

Keywords: Litopenaeus vannamei, conservation, melanosis, physical parameters.

INTRODUCAO

O camarédo é um produto com alto valor comercial no setor pesqueiro e apresenta
tendéncias no aumento do consumo. Sua producdo mundial é proveniente
principalmente do cultivo no qual estd em pleno crescimento em comparagdo com a
producdo oriunda do extrativismo (FAO, 2010).

Nos crustaceos a PPO é uma enzima enddgena distribuida na carapaca,
exoesqueleto abdominal, cefalotérax, pledpodos e telson (ZAMORANO et al., 2009).
Essa enzima exerce varias func@es fisioldgicas importantes no desenvolvimento dos
crustaceos, como esclerotizacdo (endurecimento da carapaca) apds a muda, cicatrizagdo
de lesdes na cuticula, além de participar nas reacoes de defesa do animal (CARVALHO,
2005). E também responsavel pelo desenvolvimento da melanose, escurecimento
indesejavel que ocorre na superficie da carapaca de camarao e lagosta, principalmente.
O processo de melanose € acionado por um mecanismo bioquimico natural da morte do
camardo e consiste na oxidacdo de substratos fendlicos para quinonas, catalisada pela
enzima PPO. A polimerizagdo ndo enzimética das quinonas incolores da origem a
pigmentos escuros, insoluveis de alto peso molecular, as melaninas (MONTERO, et
al.,2004 ; GIMENEZ et al., 2010). No camardo, como em outros crustaceos, a melanose
€ um processo rapido que provoca pigmentacdo em um a quatro dias apos a captura,

mesmo em estocagem refrigerada, aparecendo antes que o produto seja deteriorado,
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caracterizando uma perda organoléptica, fazendo com que o consumidor rejeite o
produto (YOKOHAMA, 2007; MONTERO et al., 2001).

Portanto, uma das principais preocupagfes do setor produtivo de camardo esta
relacionada ao surgimento de melanose. A melanose, quando considerada severa nestes
crustaceos, pode causar grandes perdas econdmicas devido ao consideravel valor destes
produtos no mercado. Uma maneira de controlar esse problema é a utilizacdo do frio,
pois além de retardar a melanose, as baixas temperaturas sdo capazes de preservar as
caracteristicas fisicas, quimicas e sensoriais desses produtos garantindo ao consumidor
final um produto de boa qualidade. O objetivo desta pesquisa foi avaliar a atividade
enzimatica da polifenoloxidase em camardo cultivado submetidos a diferentes métodos

de congelamento e armazenados por 90 dias.

MATERIAL E METODOS

Foram adquiridos camardes marinhos da espécie Litopenaeus vannamei,
provenientes de empresa beneficiadora, localizada no Estado da Paraiba. As amostras
foram coletadas em ambiente de comercializacdo e transportadas para o Laboratorio de
Tecnologia e Processamento de Carnes e Pescado - LTPCP da Universidade Federal da
Paraiba, devidamente acondicionadas em caixas isotérmicas, contendo gelo na
proporcdo de 2:1 (gelo/camardo). Posteriormente, os camardes inteiros foram
acondicionados em saco plastico com fecho e submetidos aos seguintes congelamentos:
freezer doméstico a (-18 + 1 °C) — FREEZER; tunel de congelamento a (-35 °C) —
TUNEL; nitrogénio liquido (-86 °C) — NITROGENIO. As amostras foram armazenadas
a-18 £ 1 °C por 90 dias e avaliados em intervalos de 30 dias sendo descongeladas sob

refrigeracdo (4 °C) por um periodo de 24 horas para realizacao das analises.
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A atividade da polifenoloxidase foi determinada de acordo com o método
descrito por Bono et al., (2010), com modificagdes. O extrato enzimatico foi obtido a
partir do tecido rigido do camardo (carapaca do cefalotorax, exoesqueleto do abdémen,
pereidpodes, pledpodos, Uropodo e telson) triturados em um processador doméstico e
misturados a solucéo tampéo fostato de sédio 0,05M (pH 7,2) previamente resfriados a
4 °C contendo NaCl 1M e 0,2% do detergente Triton-X 100. O uso de detergente
garante a extracdo de enzimas ligadas a membrana celular devido ao seu caréter
lipolitico. A proporc¢do do extrato (camardo + tampdo) foi de 1:3 (p-v). O extrato foi
homogeinizado durante 30 minutos sob refrigeracao e centrifugado a 3500 rpm por mais
30 minutos sob refrigeracdo a 4 °C. A atividade da PPO foi determinada utilizando uma
mistura de reacdo constituido de 0,5 mL do extrato bruto, 1,0 ml de tampé&o fosfato de
sodio 0,05M (pH 6,5) e 1,5 mL de substrato catecol 40 mM, em tampdo fosfato de sodio
0,05M (pH 6,5) perfazendo um total de 3,0 mL, o branco foi preparado igual a mistura
reativa excluindo o substrato. A atividade enzimatica foi medida a 475 nm, 25 °C
durante 15 mim em espectrofotdbmetro. Os resultados sdo expresso em U, 1 U
corresponde a um aumento na absorvancia de 0,001/min/mL. Todas as leituras foram
realizadas em triplicata. O teor de proteina foi determinado pelo método descrito por
Lowry et al., (1951). Utilizando albumina de soro bovino. Os resultados foram
expressos em mg-mL™ de extrato bruto.

Foram realizadas analises das propriedades fisicas, tais como: atividade de agua,
realizada de acordo com o método 978.18 (AOAC, 2000); pH, seguindo os parametros
descritos pelo método 947.05 (AOAC, 2000); cor, utilizando-se um colorimetro digital
Minolta (Modelo CR-300, Minolta, Osaka, Japan) conforme especificagdes da

Comission Internationale de L'eclairage (CIE, 1986) e textura, realizadas em
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texturdmetro utilizando célula de carga de 25kg e programa aplicativo fornecido com o
equipamento (Texture Expert for Windows, verséo 1.19).

A melanose foi determinada pela inspecdo visual de seis avaliadores treinados,
utilizando uma escala de 4 pontos (MONTERO et al., 2004). Os avaliadores foram
orientados a dar pontuacdo de melanose (de 1 a 4), em que 1 = auséncia completa de
pontos negros; 2 = alguns pontos pequenos na carapaca; 3 = consideravel mancha na
carapaga, 4 = substancial manchas sobre o camardo inteiro. A avaliagdo estatistica dos
resultados das analises fisicas e quimicas foi realizada por andlises de variancia
(ANOVA), seguido de analise de regressdo a 5 % de significancia. Utilizou-se o

programa SISVAR, versdo 5.3 (FERREIRA, 2008).

RESULTADOS E DISCUSSOES

Na Tabela 1 estdo descritos os valores da atividade da PPO, atividade especifica
da PPO e teor de proteina nos extratos obtido da carapaca do camardo congelado por
diferentes métodos e armazenados a -18 + 1 °C. Os métodos de congelamento em
freezer doméstico e tanel de aménia tiveram pouco efeito na reducdo da atividade
enzimatica e atividade especifica da PPO no camardo, apresentando valores
estatisticamente semelhantes durante o armazenamento. No camardo congelado em
nitrogénio liquido a atividade enziméatica e atividade especifica diminuiu
significativamente (p < 0.05) ), durante o periodo de armazenamento, havendo uma
reducdo média de 43,8% na atividade da enzima e 28,5% na atividade especifica em
relacdo ao dia inicial do experimento. As amostras congeladas em freezer e tunel de
congelamento tiveram reducfes na atividade enziméatica de 9,22 e 23,3%,

respectivamente e aumento na atividade especifica da PPO no final do experimento.
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Tabela 1 - Atividade enzimatica (U), teor de proteina (mg.mL™) e atividade especifica
(AE) da PPO do camarao cultivado congelado sob diferentes métodos e armazenado (-
18 =+ 1 °C) por um periodo de 90 dias.

PERIODO DE ESTOCAGEM (DIAS)

PARAMETRO METODO* 0 30 60 90

FREEZER 47,7£6,4,n  55,84552,a 45,845,994 43,3+3,40,
U TUNEL 47,7+6,4,n 48,526,77pa 43,2+0,40,4 36,6+1,22,8

NITROGENIO  47,746,4,» 39,843,308 30,5+5,00psc 26,8+12,84c

FREEZER 1,85+0,12,a 1,22+0,11,a8 1,14+0,16,5 1,05+0,4048

Proteina TUNEL 1,85+0,12,o 1,56+0,01pag 1,55+0,04ps 1,44+0,07ps
(mg.mL™) )
NITROGENIO 1,85+0,12,o 1,74+0,09,n 1,74+0,08,» 1,64%0,01;a

FREEZER 24,243,24,n 45,7¥4,09,8 40,2+4,39,5 38,4%8,21:5¢

AE
(U.mg™ de
proteina)

TUNEL 24,243,24,p 31,1+4,33,8 27,7+0,26pa8 25,3+7,8448

NITROGENIO 24,2+324,5n 32,143,13,a 27,4%43,44pps 17,3+1,75p8

*Método de congelamento. 1 Letras diferentes na mesma coluna (a-b) indicam diferenga significativa
(p<0,05) para métodos de congelamento. 2 Letras diferentes na mesma linha (A-B) indicam diferenga
significativa (p < 0,05) para tempo. FREEZER: Congelamento em freezer doméstico(-18° C); TUNEL:
Congelamento em tunel de amdnia (-35 °C); NITROGENIO: Congelamento em nitrogénio liquido (-86°
C).

Quanto ao teor de proteina, a reducdo desde constituinte nas amostras
congeladas apos 90 dias de armazenamento a -18°C foram 11,4; 22,3 e 43,4% para as
amostras congeladas em nitrogénio liquido, tunel de amédnia e freezer doméstico,

respectivamente.
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O baixo efeito redutor na atividade da PPO das amostras congeladas em freezer
domeéstico esta relacionado ao fato que, os alimentos quando congelados lentamente,
formam-se cristais de gelo grandes e pontiagudos, localizados predominantemente nas
regides extracelulares. A formacéo destes cristais em tecidos animais pode levar a danos
irreversiveis & membrana celular destruindo a organizacdo interna das células, levando a
uma desintegracdo celular (CHEFTEL et al., 1982; RESENDE, 1995). Quando as
membranas das organelas celulares séo danificadas durante o congelamento, a liberagdo
das enzimas nelas contidas e o contato com seus substratos, dos quais antes estavam
separadas fisicamente, podem favorecer o inicio de algumas reacBes enzimaticas.
(BARTOLOME et al., 1996). Dessa forma, o baixo poder na redugdo da atividade
enzimatica no congelamento em freezer doméstico, pode ter sido decorrente da
formagédo de cristais de gelos grandes os quais sdo capazes de romper estruturas
celulares e promover a mistura de enzima e substrato, antes separados por diferentes
compartimentos celulares iniciando a reagdo enzimatica.

A PPO é também responsavel pelo desenvolvimento da melanose, esse
escurecimento enzimatico indesejavel ocorre na superficie da carapaca do camarao,
sendo acionada por um mecanismo bioquimico natural, depois da morte do camarao,
consiste na oxidacdo de substratos fendlicos a quinonas, catalisada pela enzima PPO
(MONTERO et al., 2004; GIMENEZ et al., 2010). Os resultados da avaliacdo da
melanose estdo apresentados nas Figuras 1 e 2, onde pode ser observado que no inicio
do armazenamento o camardo fresco apresentou um estagio de melanose com nota 1,08
+ 0,10, indicando, portanto auséncia de melanose. Aos trinta dias de armazenamento 0s
métodos de congelamento em tunel de amdnia e em nitrogénio liquido apresentaram
desenvolvimento de melanose estatisticamente semelhantes, com uma pontuacdo de

1,48 + 0,40 e 1,46 = 0,40, respectivamente. O congelamento em freezer deferiu
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estatisticamente dos métodos anteriores apresentando um acréscimo acentuado no
escore de melanose de 1,80 + 0,30. A medida que o tempo de armazenamento foi
aumentando houve um aumento continuo na pontuacdo de melanose em todos os
métodos de congelamento. Porém, o método de congelamento em freezer doméstico
apresentou no final de noventa dias de armazenamento pontuacdo superior a dois, 0 que

ja representa um produto desvalorizado comercialmente.

—+—FREEZER —#—TUNEL —&—NITROGENIO

Escore

1 T T T T
0 30 60 90

Dias de armazenamento

Figura 1 — Escores de estagio de melanose em camar@es cultivados congelados sob
diferentes métodos e armazenados (-18 + 1 °C) por um periodo de 90 dias. FREEZER:
Congelamento em freezer doméstico (-18° C); TUNEL: Congelamento em tanel de
amoénia (-35 °C); NITROGENIO: Congelamento em nitrogénio liquido (-86° C).
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FIGURA 2 — Fotografia de camardo cultivado congelado sob diferentes métodos de
congelamento e armazenado a (-18+1 °C) por de 90 dias. FREEZER: Congelamento em
freezer doméstico (-18° C); TUNEL: Congelamento em tunel de amonia (-35 °C);
NITROGENIO: Congelamento em nitrogénio liquido (-86° C).

Fonte: Autoria propria.

Um comparativo entre atividade enzimatica da PPO e desenvolvimento da
melanose durante o periodo de armazenamento ndo observou uma relagdo direta entre a
atividade da PPO com grau de surgimento da melanose. Durante todo o armazenamento
como também entre os diferentes métodos de congelamento a atividade da PPO
demostrou flutuacdes significativas, tendo aos 90 dias uma atividade relativamente
baixa, ndo coincidindo com o valor alto de melanose para 0 mesmo tempo de
armazenamento. Portanto, o efeito inibitério parcial na atividade da PPO ndo foi

suficiente para retardar a melanose. Este fato pode ser explicado pelo mecanismo duplo

na formacdo de melaninas. A reacdo comeca pela acdo enzimatica da polifenoloxidase,
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onde os monofendis sdo hidrolixados formando quinonas incolores. Subsequentemente,
a polimerizacdo das quinonas por um mecanismo ndo enzimatico da origem a
acumulacdo de pigmentos escuros de elevado peso molecular, as melaninas, e
consequentemente a formagdo da melanose. Bartolo e Birk (1998) investigando a
relacdo da atividade da PPO com desenvolvimento da melanose em lagosta ao longo de
varios meses de congelamento, ndo encontraram uma correlacdo entre a atividade da
PPO e o desenvolvimento inicial da melanose. Esses autores identificaram que a maior
atividade das PPO coincide com o estdgio de muda da lagosta, e que existe uma
correlagdo positiva entre o estresse sofrido pelo animal durante o abate e a maior
atividade deste complexo enzimético. Adachi et al., (2001) estudando as propriedades
das enzimas PPO e HdPO (hemocianina derivada da fenoloxidase) do camaréo
sugeriram que o desenvolvimento da mancha preta durante o armazenamento congelado
é atribuido principalmente pela HdPO. A hemocianina € um pigmento presente no
sangue dos crustaceos responsavel pelo transporte do oxigénio, quimicamente é uma
molécula de proteina que contém cobre na sua estrutura. Segundo Adachi el al., (2001)
a hemocianina pode ser convertida em hemocianina fenoloxidase, enzima do tipo
HdPO, a qual apresentam propriedades bioquimicas semelhantes a PPO, porém muito
menos suscetivel ao congelamento do que a PPO durante o armazenamento congelado.
Este resultado confirma as pesquisas apresentados por Lopez-Caballero et al., (2007)
que relatam que o nivel de atividade de PPO do camardo Parapenaues longirostris
diminui ao longo do tempo de estocagem de 34 U mL™ no inicio do armazenamento a
10 U mL™" apés 14 dias de armazenamento a (2 + 1 °C) porém a pontuacdo de melanose
continuou aumentando chegando ao escore 4, considerado estdgio de melanose

extremamente severa, ao final do armazenamento.
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O pardmetro L* sofreu variacdo significativa durante o periodo de
armazenamento (Figura 3). Quanto menor o pardmetro L* mais avancado o estagio de
desenvolvimento da melanose. A luminosidade (L*) diminuiu ao longo do tempo
mostrando valores mais baixos aos 90 dias de estocagem coincidindo desta forma o

desenvolvimento da melanose, em todos os métodos de congelamento.

e FREEZER ~ === TUNEL === NITROGENIO
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FIGURA 3 - Avaliacdo dos valores de L* do camardo cultivado congelado sob diferentes
métodos e armazenados a -18 + 1 °C por 90 dias. FREEZER: Congelamento em freezer
doméstico (-18° C); TUNEL: Congelamento em tanel de aménia (-35 °C);
NITROGENIO: Congelamento em nitrogénio liquido (-86 °C).

Na Tabela 2 estdo os valores de pH, atividade de agua (Aa), e textura das
amostras do camardo congelado por diferentes m e armazenados a -18 = 1 °C. A
atividade de &gua ndo apresentou diferenca significativa entre os metodos de
congelamento (p > 0,05), como também ao longo do tempo de estocagem, 0 maior e 0
menor valor encontrado foram 0,99 + 0,00 a 0,97 £ 0,01, respectivamente. O pH

apresentou diferenca significativa entre os métodos de congelamento (p < 0,05), aos 30
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e 60 dias, porém ndo houve diferenca significativa (p > 0,05) entre os métodos de

congelamento ap6s 90 dias de estocagem. Em relacdo ao tempo de estocagem todos 0s

métodos de congelamento apresentaram aumento (p < 0,05). Os valores iniciais de pH

obtidos foram proximos da neutralidade 7,15 + 0,12, e a partir dos 30 dias de

armazenamento verificou-se um acréscimo acentuado principalmente no método de

congelamento em freezer doméstico. Aos 90 dias de armazenamento, o pH apresentou

valores igual e superior a 8,00 no entanto visualmente mantinha aparéncia de um

produto “fresco”.

Tabela 2 - Parametros fisicos do camardo cultivado congelado sob diferentes métodos e
armazenado a -18 = 1 °C durante 90 dias.

PERIODO DE ESTOCAGEM (DIAS)

PARAMETRO METODO* 0 30 60 20
FREEZER  7,1540,12,a 7,660,55.a 7,70£0,55.a 8,19+0,22:5
pH TUNEL  7,15#0,12,a 7,33+0,134a 7,42+0,03pa 8,04+0,02:5
NITROGENIO 7,15+0,12,a 7,19%0,12,n 7,40£0,08,s 8,00%0,16:5
FREEZER  0,99+0,00,a 0,98+0,00,a 0,98%0,00,a 0,97%0,01:a
Aa TUNEL  0,99+0,00,a 0,99£0,00pa 0,98+0,00;,a 0,97+0,00 5a
NITROGENIO 0,99#0,00,4 0,99+0,00pa 0,98+0,00,a 0,97+0,00:a
FREEZER  8,90+0,00,a 10,13%0,01;z 16,30+0,01,c 10,55+0,06:5
Textura (N) TUNEL 8,900,004 9,13+0,00pz 14,05+0,02,c 10,33%0,03:a
NITROGENIO 8,90+0,00,4 8,65%0,01pa 10,0640,01cs 10,29+0,02,s

*Método de congelamento. 1 Letras diferentes na mesma coluna (a-b) indicam diferenga significativa
(p<0,05) para métodos de congelamento. 2 Letras diferentes na mesma linha (A-B) indicam diferenga
significativa (p < 0,05) para tempo. FREEZER: Congelamento em freezer doméstico(-18° C); TUNEL:
Congelamento em tdnel de amdnia (-35 °C); NITROGENIO: Congelamento em nitrogénio liquido (-86 °

C).
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Segundo Vongsawasdi e Noomhorm (2000), altera¢cBes bioquimicas como o
aumento de BVT por acdo de micro-organismos e enzimas tissulares, promovem a
elevagdo do pH muscular. A legislacdo brasileira considera deteriorado e, portanto,
improprio para o consumo, o pescado com pH da carne externa superior ou igual a 6,8,
e da carne interna superior ou igual a 6,5 (BRASIL, 1952). Mendes et al., (2005)
consideram aceitadveis, do ponto de vista sensorial, no camardo Parapenaeus
longirostris, com pH igual ou inferior a 7,9. Ogawa e Maia et al., (1999) ndo
consideram confidvel o indice de pH para avaliar o grau de frescor ou inicio da
deterioracdo em pescado, devido este parametro apresentar variacdo entre diferentes
espécies e indicar oscilagcBes durante o periodo de estocagem. Tsironia et al., (2009)
avaliando a qualidade do camardo congelado durante o armazenamento prolongado em
diferentes temperaturas relataram pH inicial de 6,95 aumentando para 7,93 apds 39 dias
(-5 °C) e 7,85 ap6s 74 dias (-8 °C). Para Gryschek et al., (2003) o comportamento do
pH durante o armazenamento, sob congelamento, é dependente da temperatura de
estocagem, composicdo em sais, estado fisioldgico, poder tampdo das proteinas e acdo
enzimatica.

A forca de cisalhamento obtida neste trabalho apresentou um acréscimo em
funcdo do tempo (Tabela 3). Aos 60 dias de armazenamento no qual o método de
congelamento em freezer doméstico apresentou diferenca significativa (p<0,05) em
relacdo aos os outros métodos. Aos 90 dias as amostras congeladas em freezer
domestico e tunel de amdnia sofreram decréscimo na forca de cisalhamento em relagédo
aos 60 dias, enquanto que amostra do congelado em nitrogénio liquido manteve-se
inalterado.

Aumento da forca de cisalhamento sobre os efeitos do congelamento e

descongelamento nas variacbes da qualidade do camardo tigre Penaeus monodon
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congelado por jato de ar e de congelamento criogénico foi relatado por Boonsumrej et
al. (2007). Para Srinivasan et al., (1997) o tamanho do feixe do musculo tem um efeito
importante sobre a maciez da carne do camaréo. Diferenca forgas de cisalhamento entre
camardo do mesmo tamanho pode ser causado pelas composicdes diferentes,

principalmente no teor de colageno (BENJAKUL et al., 2008).

CONCLUSOES

O método de congelamento utilizando nitrogénio liquido foi mais efetivo na
inibicdo da atividade da PPO e no retardamento da melanose que os métodos de
congelamento em freezer e congelamento tanel aménia, durante os 90 dias
armazenamento. Quanto aos parametros fisicos foram observadas algumas alteracoes
tais como reducdo na atividade de &gua e luminosidade (L*) e aumento no pH, e na

forca de cisalhamento.
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RESUMO

A polifenoloxidase (PPO) é um complexo enzimatico enddgeno do camaréo
capaz de induzir a formacdo da melanose depois a despesca. A melanose consiste na
oxidacdo de substratos fendlicos a quinonas, catalisada pela enzima PPO na presenca do
oxigénio. A polimerizacdo ndo enzimatica das quinonas da origem a pigmentos escuros,
as melaninas. O objetivo desta pesquisa foi avaliar a atividade da PPO em camardo
cultivado acondicionado em diferentes atmosferas e em contato com gelo. Foi utilizado
camarao inteiro da espécie Litopenaeus vannamei submetido aos seguintes tratamentos:
refrigeracdo em gelo escama — GELO; atmosfera modificada (75%C0,/25%0,) — AM1,;
atmosfera modificada (25%C0,/75% O,) — AM2; e embalagem a vacuo — VACUO. Os
resultados mostraram que nenhum dos tratamentos analisados conseguiu inibir de forma
efetiva a atividade da PPO. No que diz respeito a melanose a amostra embalada a vacuo

mostrou-se mais eficiente controlando o escurecimento até o nono dia mantendo
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inclusive a cor inicial. Quanto aos parametros fisicos a amostra embalada a vacuo
apresentaram valores maiores para o parametro L* e valores mais baixos para pH,
textura e atividade de agua durante o armazenamento quando comparando com 0s
outros tratamentos.

Palavras-chave: Litopenaeus vannamei, polifenoloxidase, melanose, atmosfera

modificada.

ABSTRACT

The polyphenol oxidase (PPO) is an enzyme complex endogenous shrimp capable of
inducing the formation of melanosis in shrimp post-mortem. The melanosis consists in
the oxidation of phenolic substrates to quinones, catalyzed by the enzyme PPO in the
presence of oxygen. The non-enzymatic polymerization of quinones gives rise to dark
pigments, melanins. The aim of this study was to evaluate the activity of PPO in farmed
shrimp packaged in different atmospheres and in contact with ice. Was used, shrimps
Litopenaeus vannamei species of the following treatments: cooling on ice scale in an
isothermal box - ICE, modified atmosphere (75% CO2/25% 02) - AM1; modified
atmosphere (25% CO2/75% 02) - AM2, and vacuum packaging - VACUUM. The
results showed that none of the treatments analyzed could effectively inhibit the activity
of PPO. With respect to the melanosis vacuum treatment was more efficient dimming
control until the ninth day including maintaining the initial color. As to the physical
parameters of the vacuum treatment had higher values for parameter L* and lowest
values for pH, texture and water activity during storage when compared to other
treatments.

Keywords: Litopenaeus vannamei, polyphenoloxidase, melanosis, modified

atmosphere.
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INTRODUCAO

Nos crusticeos a polifenoloxidase (PPO) é uma enzima enddgena distribuida
principalmente na carapaca, seguido do exoesqueleto abdominal, cefalotérax, pledpodos
e telson, exercem vérias fungdes importantes no desenvolvimento desses animais como
esclerotizacdo (endurecimento da carapaca) ap6s a muda, cicatrizacdo de lesdes na
cuticula além de participar nas reac6es de defesa (CARVALHO, 2005; ZAMORANO et
al., 2009). Para Montero et al., (2001), a PPO em camardo é mais comumente
encontrada na carapaca do cefalotérax. A PPO também esta envolvida na formacéo da
melanose durante o armazenamento do camardo causando importante perda de
qualidade, embora ndo seja necessariamente um indicador de deterioragdo, a melanose
diminui a qualidade visual ocasionando uma dréstica reducdo no seu valor comercial. O
processo de melanose consiste na oxidacdo de substratos fendlicos a quinonas,
catalisada pelo PPO. A polimerizacdo ndo enzimatica das quinonas da origem a
pigmentos escuros de alto peso molecular, as melaninas (MONTERO et al., 2004;
GIMENEZ et al., 2010).

O cultivo de camardo marinho no litoral brasileiro, principalmente no nordeste,
representa um importante segmento no setor pesqueiro, em funcdo do seu valor
comercial. A conservagdo apds despesca do camardo € considerada um ponto critico
devido a perecibilidade, o que afeta a logistica de distribuicdo e consumo. As pesquisas
com embalagem em atmosfera modificada vém ao encontro dessa necessidade, pois
buscam aumentar a validade comercial do camardo com a manutencdo de suas
caracteristicas de frescor. Outro fator preponderante para a manutencao da qualidade do

camardo e o resfriamento rapido em gelo logo apds a despesca e o controle de sua
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temperatura em torno de 0 °C. Esta pesquisa teve como objetivo avaliar o efeito da
embalagem em atmosfera modificada e do resfriamento em gelo sobre a atividade

enzimatica da polifenoloxidase em camardo cultivado armazenados por nove dias.

MATERIAL E METODOS

Nesta pesquisa, a matéria-prima empregada foi o camardo marinho inteiro da
espécie Litopenaeus vannamei, com classificacdo 100-120 pecas/kg. As amostras foram
coletadas em ambiente de comercializacdo (entreposto) e transportadas para o
Laboratério de Tecnologia e Processamento de Carnes e Pescado - LTPCP da
Universidade Federal da Paraiba, devidamente acondicionadas em caixas isotérmicas,
contendo gelo na proporgdo de 2:1 (gelo/camardo). As analises fisicas e quimicas foram
realizadas nos laboratérios do Departamento de Engenharia de Alimentos do Centro de
Tecnologia, Campus I, da Universidade Federal da Paraiba — UFPB.

Uma parte da amostra foi acondicionada em embalagens plasticas de baixa
permeabilidade nas seguintes atmosferas: AM1-atmosfera modificada contendo
(75%C0,/25%0,); AM2: atmosfera modificada contendo (25%CO0,/75%0,); e
VACUO: embalagem a vacuo, as embalagens foram seladas em seladora TecMagq
modelo — TM150 e armazenadas sob refrigeragdo a 1+1 °C. Outra parte da amostra foi
armazenada em contato direto com o gelo em escama (GELO), em caixas com
isolamento térmico. As amostras foram armazenadas por nove dias e as analises
realizadas no intervalo de trés dias.

A determinacdo da atividade enzimatica da polifenoloxidase foi realizada de
acordo com o metodo descrito por Bono (2010), com modificacbes. O extrato

enzimatico foi obtido a partir do tecido rigido do camardo (carapaca do cefalotorax,
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exoesqueleto do abddmen, pereidpodes, pledpodos, Uropodo e telson) e triturados em
um processador doméstico e misturados a solucdo tampdo fostato de sodio 0,05M (pH
7,2) previamente resfriados a 4 °C contendo NaCl 1M e 0,2% do detergente Triton-X
100. O uso de detergente garante a extracdo de enzimas ligadas & membrana celular
devido ao seu carater lipolitico. A proporcéo do extrato (camardo + tampdo) foi de 1:3
(p-v). O extrato foi homogeinizado durante 30 minutos sob refrigeracdo e centrifugado a
3500 rpm por mais 30 minutos sob refrigeracdo a 4 °C. A atividade da PPO foi
determinada utilizando uma mistura de reacdo constituido de 0,5 mL do extrato bruto,
1,0 ml de tampéo fosfato de s6dio 0,05M (pH 6,5) e 1,5 mL de substrato catecol 40
mM, em tampdo fosfato de sédio 0,05M (pH 6,5) perfazendo um total de 3,0 mL, o
branco foi preparado igual a mistura reativa excluindo o substrato. A atividade
enzimética foi medida a 475 nm, 25 °C durante 15 mim em espectrofotometro. Os
resultados séo expressos em U, onde 1 U corresponde a um aumento na absorvancia de
0,001/min/mL. Todas as leituras foram realizadas em triplicata. O teor de proteina foi
determinado pelo método descrito por Lowry et al., (1951). Utilizando albumina de soro
bovino. Os resultados foram expressos em mg-mL™ de extrato bruto.

Foram realizadas analises das propriedades fisicas, tais como: atividade de agua,
realizada de acordo com o método n° 978.18 (AOAC, 2000); pH, seguindo o0s
parametros descritos pelo método n° 947.05 (AOAC, 2000); cor, utilizando-se um
colorimetro digital Minolta (Modelo CR-300, Minolta, Osaka, Japan) e textura,
realizadas em texturdmetro utilizando célula de carga de 25kg e programa aplicativo
fornecido com o equipamento (Texture Expert for Windows, versdo 1.19).

A melanose foi determinada pela inspecdo visual de seis avaliadores treinados,
utilizando uma escala de 4 pontos (MONTERO et al., 2004). Os avaliadores foram

orientados a dar pontuacdo de melanose (1 a 4), em que 1 = auséncia completa de
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pontos negros; 2 = alguns pontos pequenos na carapaca; 3 = consideravel mancha na
carapaga, 4 = substancial manchas sobre o camardo inteiro. A avaliacdo estatistica dos
resultados das analises fisicas e quimicas foi realizada por andlises de variancia
(ANOVA), seguido de analise de regressdo a 5 % de significancia. Utilizou-se o

programa SISVAR, versdo 5.3 (FERREIRA, 2008).

RESULTADOS E DISCUSOES

Na Tabela 1 estdo descritos os valores da atividade enzimatica, teor de proteinas
e atividade especifica da polifenoloxidase (PPO) do camarédo cultivado acondicionado
em diferentes atmosferas sob refrigeracdo e armazenado em gelo escama. Observou-se
que a atividade enzimética e a atividade especifica da PPO foi maior na amostra
submetida ao resfriamento em gelo escama (GELO) e menor na amostra embalada a
vacuo (VACUO). Adachi e Hirata (2011) relataram que a diminuicdo do oxigénio nas
embalagens provoca reducdo significativa da atividade enzimatica. Com relacdo ao
tempo de estocagem todos os tratamentos tiveram aumento significativo (p<0,05) na
atividade enzimaética e atividade especifica da PPO no terceiro dia de armazenamento
seguido de um decréscimo até o final do experimento.

Os escores de melanose estdo apresentados na Figura 1. No dia inicial de
armazenamento, o camardo ndo apresentou melanose recebendo, portanto escore 1,15 +
0,10. No terceiro dia de armazenamento os tratamentos AM1 e a vacuo apresentaram
desenvolvimento de melanose estatisticamente semelhantes, porém a partir do sexto dia
o tratamento AM1 teve um aumento consideravel no desenvolvimento da melanose
tornando-se um produto inaceitavel. Os tratamentos AM2 e GELO apresentaram um

aumento significativo (p<0,05) na melanose no terceiro dia de armazenamento. O
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tratamento a vacuo foi o mais efetivo no controle da melanose até o nono dia mantendo
inclusive a cor inicial (Figura 2).

Nirmal e Benjakul, (2011) estudaram o efeito isolado e combinado da
embalagem com atmosfera modificada contendo (50%CO0,/5%0,/45%N,) com o
extrato de cha verde no retardamento da melanose do Litopenaeus vannamei durante o
armazenamento refrigerado. Constataram que durante o armazenamento, a melanose foi
mais pronunciada no controle e que no geral, a pontuagcdo de melanose foi aumentada
em todas as amostras durante o tempo de armazenamento.

Quanto ao pardmetro luminosidade (L*), mostrado na Figura 3, o tratamento
AMZ2 apresentou uma maior reducdo no valor (L*) durante o periodo de armazenamento
indicando, portanto maior desenvolvimento no estagio da melanose. A amostra
embalada a vadcuo manteve-se quase que constante até o sexto dia de armazenamento
apresentando uma pequena reducdo no nono dia de armazenamento. Na Tabela 2 estéo
apresentados os valores de pH, atividade de &gua (Aa) e textura das amostras do
camarao refrigerados sob diferentes atmosferas e em contato com o gelo em escama por
um periodo de 9 dias. A atividade de agua nédo apresentou diferenca significativa (p >
0,05), entre os tratamentos durante o tempo de estocagem, o maior e 0 menor valor
encontrados foram 0,99 + 0,00 a 0,98 + 0,01, respectivamente. O pH inicial no camaréo
fresco foi 7,30, este valor estd de acordo com os valores relatados por Bono et al.,
(2012) para a especie Parapenaeus longirostris. Ao terceiro dia de armazenamento néo
se identificou diferenca significativa (p < 0,05), entre os tratamentos analisados nem em
relacdo ao tempo. Apds 0 sexto dia de armazenamento observou-se um aumento
significativo (p <0,05) em todas as amostras. Segundo Nirmal e Benjakul (2009b), o
aumento do valor de pH do camaréo durante o armazenamento refrigerado ou congelado

é resultado do acumulo de compostos gerados a partir dos processos autoliticos
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ocasionados por enzimas enddgenas ou de origem microbianas. Em pesquisas realizadas
por Bono et al., (2012) foi verificado que o camardo embalado a vacuo obteve um pH
menor em relagdo ao camardo embalado em atmosferas contendo 100% N, ou
50%N,/50%CO,.

Os valores de textura do camardo submetidos aos tratamentos AM1 e AM2 ndo
apresentaram diferenca (p < 0,05) durante o periodo de armazenamento. Na amostra
embalada a véacuo verificou-se um aumento no terceiro dia de armazenamento
diminuindo a medida que o tempo de armazenamento foi aumentando. J4 na amostra
acondicionada em gelo, os valores de textura aumentaram até o sexto dia de
armazenamento tendo uma diminuigdo no final do armazenamento. Arvanitoyannis, et
al., (2011) avaliaram a textura do camardo da espécie Melicertus kerathurus embalados
em duas diferentes atmosferas (60 % CO, +40% N) e (92,9% N»+5,1% CO, +2% O,)
armazenados por 5 dias a 3 °C e constataram que o camardo armazenado na segunda
atmosfera conseguiu reter valores de textura mais proximos dos valores iniciais em
torno de 7,8 N e maiores até o final do experimento que aqueles armazenados na

primeira atmosfera.

CONCLUSOES

Conclui-se que nenhum dos tratamentos analisados foi eficaz na inibigdo da
atividade da PPO durante o tempo de armazenamento. A embalagem a vacuo retardou o
escurecimento até o nono dia mantendo inclusive a cor inicial. O camardo embalado a
vacuo sofreu menores alteracbes nos parametros fisicos analisados com L*

(luminosidade), pH, textura e atividade de agua quando comparando com as demais



66

amostras. Portanto, a embalagem a vicuo mantida sob refrigeracdo pode ser uma

alternativa viavel no controle da melanose e na qualidade fisica do camaréo.
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Tabela 1 — Médias e desvio padrdo da atividade enzimatica (U), teor de proteina (mg) e

atividade especifica (AE) da PPO do camardo refrigerados sob diferentes atmosferas

e em contato em gelo escama por um periodo de nove dias.

PERIODO DE ESTOCAGEM (DIAS)

PARAMETRO TRATAMENTO 0 3 6 9
AM1 43,3+2,10,o 52,3+6,20,a5 39,0+2,20,5  26,0+2,70,c
U AM?2 43,3+2,10,o 69,646,30p5  38,0+2,20, 24,0%3,60,c
VACUO 43,3+2,10,o 49,0+2,20,, 39,843,30,5 27,0+4,50,c
GELO 43,3+2,10,o 102,7£3,20cg 79,0+16,0pc  49,0+2,50p4
AM1 1,72+0,00,» 1,06+0,00,5c 1,33+0,40,c 0,66+0,40.5
Proteina (mg) AM?2 1,72+0,00,, 1,09+0,10,5 1,00+0,0045 1,00+0,10.5
VACUO 1,7240,00,» 1,03+0,30, 1,00+0,00,5 1,660,014
GELO 1,72+0,00,, 1,21+0,30,5 0,66+0,30ps  1,00+0,00,5
AM1 25,6+1,20,, 49,242,805 39,4+10,0,5 31,8+10,1.n8
AE (U/mg) AM?2 25,6+1,20,, 64,4+4,30,n 29,6+2,20,n 19,7%1,30pa
VACUO 25,6+1,20,, 46,6+23,2,a 35,2+3,20,o 19,4+1,30pa
GELO 25,6+1,20,, 85,4%46,70,a5 126,7+29,1p5 35,1+1,10,a

1 Letras diferentes

na mesma coluna (a-b)

indicam diferengca significativa (p<0,05) para

tratamentos resfriados. 2 Letras diferentes na mesma linha (A-B) indicam diferenca significativa (p <

0,05) para tempo. AM1: Atmosfera modificada contendo (75% CO, e 25% O,); AM2: Atmosfera

modificada contendo (25% CO, e 75% 0O,).



70

——AM1 —@—AM2 —4—VACUO ——GELO

4
5 /
)
8
[=]
2
2 — A
/
1 T T T T
0 3 6 9

Periodo de Estocagem (Dias)

Figura 1 — Escores de estagio de melanose em camardo cultivado armazenando em
diferentes atmosferas e em gelo escama por um periodo de 9 dias. 1: Auséncia de
melanose; 2: Melanose leve a moderada; 3: Melanose severa e 4: Melanose
extremamente severa. AM1: Atmosfera modificada contendo (75% CO, e 25% O,);
AM2: Atmosfera modificada contendo (25% CO, e 75% Oy).
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AM1 AM?2 VACUO GELO

Figura 2 — Fotografia do camaréo cultivado refrigerado sob diferentes atmosferas e em
contato em gelo escama por um periodo de 9 dias. AMI1: Atmosfera modificada
contendo (75% CO, e 25% 0O,); AM2: Atmosfera modificada contendo (25% CO, e

75% Oy).
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Figura 3 - Avaliacdo dos valores de L* do camardo cultivado refrigerado sob diferentes
atmosferas e em contato em gelo escama por um periodo de 9 dias. AM1: Atmosfera
modificada contendo (75% CO, e 25% O,); AM2: Atmosfera modificada contendo
(25% CO; e 75% O,).
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Tabela 2 - Médias e desvio padrdo dos parametros fisico do camardo cultivado

refrigerado sob diferentes atmosferas e em contato em gelo escama por um periodo de 9

dias.

PERIODO DE ESTOCAGEM (DIAS)

PARAMETRO TRATAMENTO 0 3 6 9
AM1 7,30£0,00,o  7,25%0,10,»  8,05+0,00,5 8,250,304
AM?2 7,30£0,00,,  7,42+0,00,»  7,94+0,00,5  8,50%0,00nc
P VACUO 7,30£0,00,,  7,24%0,00,»  7,69+0,20,5 8,060,205
GELO 7,30£0,00,,  7,25%0,10,»  7,87+0,10,5  8,52+0,00c
AM1 0,99+0,00,o 0,99+0,00,,  0,99+0,00,,  0,99+0,00,4
AM2 0,99+0,00,»  0,99+0,00,,  0,99+0,00,,  0,99+0,00.a
e VACUO 0,99+0,00,o  0,99+0,00,,  0,98+0,00,5  0,98+0,00,5
GELO 0,99+0,00,»  0,99%0,00,,  0,99+0,00,»  0,99+0,00.a
AM1 9,69+0,60,, 10,23+1,10,, 10,28+1,70,» 9,86%0,50,a
AM2 9,69+0,60,,  11,53+1,14,, 10,29%2,30,» 9,99+0,60,a
Textura (N) )
VACUO 9,69+0,60,, 12,02+2,00,5 11,01+0,90.5n 9,25%3,60,a
GELO 9,69+0,60,,  11,18+0,20,, 13,30+3,60,5 9,28%9,28,a
1 Letras diferentes na mesma coluna (a-b) indicam diferenca significativa (p<0,05) para

tratamentos resfriados. 2 Letras diferentes na mesma linha (A-B) indicam diferenga significativa (p 0,05)

para tempo. AM1: Atmosfera modificada contendo (75% CO2 e 25% 02); AM2: Atmosfera modificada

contendo (25% CO2 e 75% O2).
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Ficha 1 — Analise visual de melanose em camarao

Nome:
Data:

Muito obrigada pela participacdo nesta pesquisa. Vocé ira receber 2 amostras
codificadas de camardo e comparé-las com a escala ao lado. Atribua uma nota para cada

um dos 10 camardes de cada amostra.

Nota Descricéo
1 Ausente
2 Leve a moderada (até 30% da superficie do corpo afetada).
3 Severo (30-70% da superficie do corpo afetada).
4 Extremamente severa (70-100% da superficie do corpo afetada)

Camarao
Amostra

A B C D E F G H |

Cometarios:




