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RESUMO GERAL

MELO, M. R. P BIOCONVERSAO DO EXOESQUELETO DO CAMARAO PARA
ELABORACAO DE FILME BIODEGRADAVEL . Jodo Pessoa, 2014. 88 f. Tese
(Doutorado em Ciencias e Tecnologia de Alimentos), Universidade Federal da Paraiba.

A producdo brasileira de camardo marinho esta voltada principalmente para 0 mercado
interno, que absorve melhor o produto descabecgado e descascado, 0 que gera quantidade
relevante de residuos agroindustriais. O objetivo desta pesquisa foi o desenvolvimento
de filmes biodegradaveis de quitosana a partir do exoesqueleto do camardo marinho
Litopeanaeus vannamei adicionados de fumaca liquida, para aplicacdo em salsichas.
Para caracterizagdo da quitosana foram empregadas as metodologias de determinacédo da
viscosidade, condutimetria, espectroscopia na regido do infravermelho e difracdo de
raio-x para caracterizacdo do polimero e realizados os testes de resisténcia a tracéo,
maodulo elasticos, solubilidade, opacidade e espessura para caracterizacdo dos filmes. As
analises microbioldgicas foram realizadas nas salsichas antes e ap6s acondicionamento
segundo a Resolugdo da ANVISA n° 12 de janeiro de 2001, nos de filmes de quitosana
com e sem plastificante adicionada de fumaga liquida, para o recobrimento de salsichas
visando o aumento da vida de prateleira do produto ,a atividade antimicrobiana dos
filmes foi determinada mediante teste de difusdo em agar sobre as cepas bacterianas:
Escherichia coli ativa, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus coagulase positiva.
Nos resultados, ndo foram observadas presenca de coliformes a 45 °C, Staphyilococcus
coagulase positiva, Clostridium sulfito redutor e ndo foi detectada a presenca de
Salmonella sp, quanto a acdo antimicrobiana, foram encontrados halos de inibigdo no
biofilme adicionado de fumaca liquida, apenas para Escherichia coli. Quanto as
propriedades sensoriais de salsichas embaladas com trés tipos de filme biodegradavel de
quitosana foram diferenciadas pela adicdo de fumaca liquida nas concentracdes de 5%,
7% e 10%. Uma escala heddnica de nove pontos foi empregada para analise de
diferenca de controle e os testes de aceitacdo foram analisados pela metodologia de
Mapa de Preferéncia Interno (MEDPRF). Os resultados indicaram que houve diferenca
significativa entre o controle, filme convencional de polietileno e os filmes
biodegradavel de quitosana acrescidos de fumaca liquida. Pela analise do Mapa de
Preferéncia observou-se que as salsichas recobertas com filme contendo fumaca liquida
nas concentracdes de 5% e 7%, ndo diferencas estatisticas obteve para os atributos:
Aparéncia, Aroma, Sabor, Textura e Aceitacdo global na adicdo teores de adicdo de
fumaca, quando comparados com a amostra controle e 10"% de fumaca. Foi possivel
observar que as analises mecanicas do filme biodegradavel de quitosana apresentaram-
se como de baixa elasticidade e alta resisténcia a tracdo, e aceitaveis quanto a
opacidade, solubilidade e espessura e que mais pesquisas precisam ser realizadas a fim
de elaborar filmes de quitosana mais flexiveis e resistentes. Concluimos que o0s
resultados encontrados foram eficientes para determinacdo da quitosana, e compativeis
com a literatura quanto a caracterizagdo de filmes de origem polimérica

PALAVRAS-CHAVE: biodegradavel, residuos da carcinicultura, fumaca liquida.



ABSTRACT

MELO, M. R. P. BIOCONVERSION OF THE EXOSKELETON SHRIMP FOR
DEVELOPING BIODEGRADABLE PACKAGING. Jodo Pessoa, 2014. 87f. Thesis
(Doctorate in Sciences and Food Technology), Federal University of Paraiba.

The Brazilian production of marine shrimp is mainly focused on the domestic market,
which better absorbs the headless and peeled product, which generates significant
amount of agro-industrial waste. The objective of this research was to develop
biodegradable films of chitosan from the exoskeleton of marine shrimp vannamei
Litopeanaeus added liquid smoke for use in sausages. For characterization of chitosan
obtained from the exoskeleton of shrimp were employed methodologies for determining
viscosity , conductometry , spectroscopy in the infrared and x-ray diffraction to
characterize the polymer and performed tests of tensile strength , elastic modulus ,
solubility , opacity and thickness to characterize the films . The results were efficient for
the determination of chitosan, and consistent with the literature regarding the
characterization of polymeric films of origin. Microbiological analyzes were performed
on the sausages before and after preparation according to ANVISA Resolution on
January 12, 2001, in the chitosan films with and without plasticizer added to liquid
smoke for coating sausages in order to increase the shelf life of the product the
antimicrobial activity of the films was determined by the agar diffusion method on
bacterial strains: Escherichia coli active, Pseudomonas aeruginosa and Staphylococcus
coagulase positive. In the results , not presence of coliforms at 45 © C , coagulase
Staphyilococcus positive , were observed Clostridium sulfite reducer was not detected
the presence of Salmonella sp, as the antimicrobial activity , inhibition zones were
found in biofilm added liquid smoke , only to Escherichia coli. As for the sensory
properties of sausages packaged in three types of biodegradable chitosan film extracted
from the exoskeleton of marine shrimp were differentiated by the addition of liquid
smoke concentrations: 5 %, 7% and 10%. A nine-point hedonic scale was used to
analyze the difference of control and acceptance testing were assessed using internal
preference mapping (MEDPRF). The results indicated a significant difference between
the control, conventional polyethylene film and biodegradable chitosan film plus
smoke. By Preference Mapping revealed that the coated film containing sausages with
liquid smoke in concentrations of 5 % and 7 %, no statistical differences obtained for
the attributes: Appearance, Aroma, Taste, texture and overall acceptance levels in the
addition of adding smoke compared to the control sample and 10 % ~ smoke. It was
observed in this work that the mechanical analyzes of biodegradable chitosan film is
presented as a low elasticity and high tensile strength , and acceptable as opacity,
solubility and thickness and that more research needs to be conducted in order to
prepare chitosan films more flexible and resistant .

KEY-WORD: biodegradable waste from shrimp, liquid smoke.
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1 INTRODUCAO

A reducdo dos estoques pesqueiros naturais tem sido um problema relacionado a
seguranca alimentar e ao bem-estar social 0s crescentes déficits entre a quantidade de
pescado capturado e a demanda de consumo tornaram a aquicultura uma das alternativas
mais promissoras para o fornecimento de alimento de excelente valor bioldgico
(NATORI, 2011). Das espécies aquaticas produzidas mundialmente, a carcinicultura
marinha (cultivo de camardo em cativeiro) gerou a maior renda em relacdo a outros
cultivos como o de salmdo e carpa, sendo considerada como a mais importante
‘’commodity’’ comercializada, correspondendo a 15,4% da renda total gerada pela
producdo de pescado (FAO, 2009).

A producdo brasileira de camardo marinho esta voltada principalmente para o
mercado interno, que absorve melhor o produto descabecado e descascado, 0 que gera
quantidade relevante de residuos agroindustriais (FOGACA e LEGAT 2009). Durante o
processamento e beneficiamento do camardo na etapa de descasque sdo geradas grandes
quantidades de material solido. A cabeca e as cascas apresentam aproximadamente 40%
do peso do animal durante a filetagem. Quase todo o lixo proveniente do descasque
gerado na industrializacdo do camardo é descartado, promovendo, uma das principais
preocupacOes da industria de alimentos que é encontrar formas de aproveitamento dos
residuos gerados, que possam ser revertidos em beneficios financeiros para a industria e

gue possam minimizar o impacto ambiental ou até mesmo evita-lo (FELTS et al., 2010).

Neste sentindo, novas tecnologias, e 0 emprego de produtos naturais tém gerado
interesse dentro das pesquisas na carcinicultura, visando aproveitar os residuos gerados
pelo cultivo, sob formas diversas como: farinha de camaréo; elaboracdo de produtos
flavorizantes, quitina e quitosana (GONCALVES, VIEGAS, 2007). Residuos estes
constituidos basicamente por quitina, proteinas, carbonato de célcio e pigmentos, que
despertam interesse em seu aproveitamento pela possibilidade no desenvolvimento de
produtos com valor agregado, como por exemplo a producao de quitosana, que pode ser
utilizada na medicina e nas industrias alimenticia, farmacéutica e quimica (VIEIRA et
al., 2011).

A carapaca de camardo contém cerca de 20% de quitina, caracterizando-a como
uma importante fonte natural deste biopolimero, também presente na parede celular de

fungos e em outros materiais bioldgicos. Devido a sua versatilidade a quitina, pode ser



utilizada como agente floculante no tratamento de efluentes, como adsorvente na
clarificacdo de dleos, e principalmente na producdo de quitosana. Esta possui valor
comercial maior e propriedades interessantes para pesquisa bem como no ambito

industrial, tornando-se uma alternativa de utilizacdo para a quitina (NEVES et al.,2013).

Na industria de alimento, a quitosana pode ter diversas aplicacfes, quais sejam:
recuperacdo de subprodutos, purificacdo de agua, clarificacdo de sucos, emulsificante de
aromas, agente antioxidante, emulsificante e estabilizante. A sua eficiéncia também foi
detectada na preservacao da qualidade microbioldgica dos alimentos e na formacéo de
filmes biodegradaveis (HENNING, 2009).

O emprego de polimeros naturais de origem Hidrocoloidal, Lipidicos ou
Compostos (A base de proteinas, lipideos ou polissacarideos mais lipideos) na formacao
de embalagens flexiveis tem sido alvo de diversas pesquisas sobre biopolimeros visando
a substituicdo parcial dos polimeros sintéticos. Na tentativa de lidar com o lixo gerado,
problema este, causador de disturbios ambientais, onde diversas pesquisas foram
desenvolvidas visando a producdo e caracterizacdo de filmes biodegradaveis a base de
macromoléculas naturais, como proteinas de soro de leite, gelatina, amido de mandioca,
proteina de soja, pectina, quitosana, entre outros, (MACIEL, FRANCO, YOSHIDA,
2012).

Dos compostos investigados para elaboracdo de filmes biodegradaveis, os
polissacarideos tém sido avaliados como uma alternativa consideravelmente econémica
e eficiente para este fim, sendo a quitosana como o sacarideo mais pesquisado, em
virtude deste polimero poder formar facilmente filmes e membranas, este
polissacarideo, pode ser utilizado como envoltério protetor de alimentos (ASSIS, 2008).
Assim sendo, este trabalho teve como objetivo principal o desenvolvimento biofilmes
de quitosana a partir do exoesqueleto do camardo marinho Litopeanaeus vannamei

adicionados de fumaga liquida, para aplicacdo em salsichas.



2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Desenvolver filmes biodegradaveis de quitosana a partir de residuos da

carcinicultura adicionados de fumaca liquida, para aplicagdo em salsichas.
2.2 Objetivos especificos

e Obter e caracterizar a quitosana proveniente de residuos da carcinicultura;

e Elaborar filmes a partir da quitosana com e sem plastificantes, adicionando
fumaca liquida pelo processo de aspersao em salsichas;

e Analisar os filmes isolados quanto as suas propriedades fisicas e quimicas;

e Fazer anélise microbioldgica do produto final quanto a contagem padrdo dos
seguintes microrganismos: pesquisa do N.M.P de coliformes a 45° C,
Staphylococcus coagulase positiva, Clostridium sulfito redutor e Salmonella sp

e Determinar da atividade antimicrobiana do filme biodegradavél.

e Verificar a aceitabilidade das salsichas cobertas com biofilme de quitosana;



4 FUNDAMENTACAO TEORICA
4.1 Carcinicultura no Brasil

A deplecdo dos estoques mundiais de pescado tem sido por varios anos uma
ameaca a oferta de alimentos de alto valor bioldgico, visto que sua reducdo pode
diminuir o bem- estar social em virtude do acelerado crescimento da populagéo
mundial. Segundo a Food Agriculture Organization FAO (2009), mais de 52 % dos
estoques mundiais de pescado ja foram explorados, o que num futuro ndo distante
acarretard na falta destes produtos a populacdo mundial. Em contraste com estes dados,
a aquicultura, tem se tornado rapidamente em termo de quantidade uma relativa
contribuicdo ao mundo, na suplementacdo quanto a oferta do pescado, obtendo o

camarao marinho, um destaque dentro da aquicultura (JIANG, 2010).

No Brasil, a carcinicultura comercial teve inicio na década 1970, baseando-se
em tecnologias importadas, cujas validacbes e aprimoramentos contribuiram para a
definicdo de um pacote tecnoldgico préprio e adequado a nossa realidade (ROCHA,
2009), com destaque para a espécie Litopenaeus vannamei nativa da costa sul-
americana do pacifico e cultivada em varios paises do ocidente. Essa espécie possui
uma boa taxa de crescimento, grande adaptabilidade as diferentes condi¢cGes ambientes,
além de possuir uma carne de boa qualidade e coloragdo, o que garante uma excelente
aceitaco no mercado internacional, bem como no mercado brasileiro. E considerada a
variedade que melhor se adaptou ao cativeiro no Brasil, além de apresentar vantagens
como alta produtividade (DAMASCENO et al., 2009).

Em 2006, entre as 50 nac¢Bes que atuaram na producdo de camardo, 90% foram
paises asiaticos, 0s quais obtiveram as melhores marcas dos produtos marinhos
comercializados mundialmente, com maior destaque para a China. O Brasil ocupava a
sétima posic¢do, com uma producdo de 65 mil toneladas (Quadro 1), exportando para
diversos paises como: Franca, Espanha, Japdo, Holanda, Portugal e Estados Unidos
(NATORI, 2011), e ABCC (Associacao Brasileira dos Criadores de Camarao).



Quadro 01: Principais produtores mundiais de camaréo capturado e cultivado (2003/2008)

Principais 2003 2008 Cresc. da | Principais 2003 2008 Cresc. da
produtore Producédo | Produtores Producéo
s (Pesca = = (%) (Aquicultura) = = (%)
Extrativa) Producéo | Producéo Producéo Producéo

(T) (T) (T) (M
China 1.238.431 | 1.222.018 | -9.40 % China 687.628 1.268.074 | 84,41%
india 417.039 375.795 9.89% Tailandia 330.725 507.500 53,45%
Indonésia | 240.743 270.090 12,19% Indonésia 191.148 408.346 113,63%
Canada 146.044 168.900 15,65% Vietnd 231.717 381.300 64,55%
Groelandia | 84.764 140.225 65,43 % Equador 77.400 150.000 93,80%
EUA 142.261 116.391 -18,18% México 45.857 130.201 183,93%
Vietnd 102.839 113.300 10,17% india 113.240 86.600 -23,53%
Malésia 73.197 80.417 9,86% Bangladesh 56.503 67.197 18,93%
México 78.048 66.087 -15,33% Brasil 90.190 65.000 -27,93%
Filipinas 46.373 47.101 1,57% Filipinas 37.033 48.199 30,15%
Noruega 65.554 30.856 -52,94% América 85.169 131.370 54,25%

central

Outros 696.402 589.396 -15,43% Outros 102.401 156.316 51,68%
TOTAL 3.332.205 | 3.120.566 | -6,35% TOTAL 2.049.011 3.399.105 | 65,89%

Fonte: Adaptado de www.abccam.com.br (2014).

Esta expansdo da carcinicultura brasileira se destacou pela velocidade de
ampliacdo da area ocupada pelas fazendas de engorda, nimero das fazendas, producéo e
exportacGes. Portanto, neste cenario a carcinicultura, mesmo com uma diminuicdo na
quantidade de camardo produzido devido a diversos fatores como acdo anti-dumping
movida pela Southern Shrimp Alliance, e também a continua desvalorizacdo do doélar
americano frente a moeda brasileira, alguns Estados se destacam na producdo, a
exemplo do Rio Grande do Norte e do Ceara (SAMPAIO; COSTA; SAMPAIO, 2008)

Entretanto, mesmo com a crescente demanda mundial, bem como nacional por
pescados, produtos estes de grande valor nutricional, existe a necessidade do
desenvolvimento de tecnologias que visem a minimizacdo dos efeitos negativos para o
meio ambiente, jA que a carcinicultura também interfere na ocupagdo territorial, em
zonas costeiras, nos manguezais, na utilizacdo de recursos hidricos e na biodiversidade,
gerando impactos quimicos e socioecondmicos. Por isso, o fortalecimento das leis
ambientais aos impactos negativos a sua imagem nos mercados interno e externo, deve
levar as empresas a implementar sistemas preventivos com objetivo de minimizar esses
impactos, podendo ainda utiliza-los como estratégias de marketing (DIAS; SOARES;
NEFEA, 2012).


http://www.abccam.com.br/

4.2 Aproveitamento de residuos da carcinicultura

De acordo com a Norma Brasileira Regulamentadora 10.004 (ABNT, 2004),
residuos solidos e semi-sélidos sdo os produtos resultantes das atividades de origem
industrial, doméstica, hospitalar, comercial, agricola e de servi¢cos de varrigdo. A
classificacéo de residuos envolve a identificacdo do processo que Ihes deu origem e para
efeito dessa norma sdo divididos em: Classe | = Perigosos e Classe 11 — N&o Perigosos,
0s quais podem ser subdivididos em Classe Il A — N&o inertes e Classe Il B — Inertes
(FERNANDES, 2009).

Os residuos da industria da pesca podem ser incluidos na Classe | — Perigosos
(apresentam propriedades fisicas, quimicas ou infecto-contagiosas, que oferecem risco a
salde publica e ao meio ambiente) e na Classe 11 — Nao Inertes (com propriedades como
a combustibilidade, biodegradabilidade ou solubilidade em agua). No caso dos residuos
provenientes da carcinicultura estes podem estar nas duas classificacfes, classe | por
serem passiveis de contaminacdo e classe Il por serem biodegradaveis (FERNANDES,
2009).

Normalmente o processamento industrial de pescado gera em torno de 40% de
residuos (cabeca e cascas) descartadas no processo de filetagem, onde apenas 60% de
carne comestivel. Estes residuos vém sendo utilizado basicamente para fabricacdo de
farinha, que na maioria das vezes ainda é de baixa qualidade, ou entdo parte dele, sera
descartado nas imedia¢des dos locais de producdo, clandestinamente, ou jogados no mar
ou em rios, contribuindo para aumentar o problema da contaminacdo ambiental,
trazendo prejuizos ecoldgicos, sanitarios e econdmicos. Portanto, na producdo de
camardo descabecado e descascado, a carcinicultura gera expressivas quantidades de
residuos soélidos, havendo, assim, necessidade de um manejo e/ou estratégias para
solucionar o problema (VIEIRA et al., 2011).

Em virtude das necessidades de adequacdo das industrias as leis ambientais, o
tratamento dos residuos sélidos provenientes da industria de processamento do camarao
gera custos extras na producdo. Deste modo, a transformacdo destes residuos em co-
produtos com valor agregado € importante, para que seja possivel minimizar os
problemas na producdo e proporcionar maior eficiéncia ao processamento, com a
farinha de camardo surgindo como uma forma de aproveitamento desses residuos, que

ird gerar beneficios econdmicos e ambientais (LIMA et al., 2007). A metodologia para a



obtencdo da farinha de camardo se baseia na desidratacdo de residuos provenientes da
carcinicultura (cabegas e exoesqueletos), desde que previamente limpos, lavados em
agua corrente, sanitizados com agua clorada, fervidos e posteriormente secos em estufa
de circulagdo a 70 °C, apresentando elevado valor nutricional, com fontes proteicas
com teores de 50,05 % e potencialidades, que podem ser usadas para formular produtos
alimenticios com sabor de ‘“camardo”, além de possuir astaxantina, e quitina que
também podera gerar outras fontes de valor nutricional e tecnologico (FERNANDES et.
al., 2013).

O manejo adequado do material descartado com separacdo das partes comestiveis
e estocagem dos residuos em condicGes adequadas possibilitaria a industria brasileira a
preparacdo de novos produtos, que posteriormente viriam a ser utilizados na industria
alimenticia (JERONIMO; BALBINO, 2012). Neste contexto o aproveitamento de
residuos de pescados diminui o risco de poluicdo ambiental e pode contribuir para o
aumento do consumo de proteina animal, além de fornecer matéria-prima de baixo
custo. Assim as técnicas para elaboracdo de farinhas, filme biodegradaveis dentre outros
produtos ja citados, estdo sendo desenvolvidas para a utilizagdo dos residuos como fonte
alimentar de boa aceitabilidade (STEVANATO et al., 2007).

Este aproveitamento dos residuos, no entanto ainda é pequeno, o que proporciona
acumulados nos lixdes sem receber qualquer tipo de tratamento, fato que depde contra a
qualidade higiénica das plantas de processamento de camardo, visto que de uma forma
geral, os municipios brasileiros ndo possuem coleta seletiva, nem aterros sanitarios
disponiveis para a correta disposi¢do destes residuos e isto contribui para 0 aumento da
poluicdo ambiental, bem como a contaminacdo dos lencdis freaticos e desenvolvimento
de doencas (NEVE et al., 2012).

Os residuos da carcinicultura sdo compostos basicamente representados pela
carapaca dos camarfes que possuem altos teores de quitina (15-20%), proteinas (25-
40%), sais inorganicos (cinzas 40-55%) e pigmentos carotendides (cerca de 15%), o que
significa que ao invés de simplesmente descartar estes materiais pode-se buscar
aproveitamento para tais componentes, minimizando o0s impactos ambientais do
acumulo desses residuos (NEVE et al., 2012). Entdo, pode-se dizer que os residuos se
destacam em relacdo ao filé do camardo parte comercializada na industria, no que

concerne as suas substancias alimentares, e mediante alguns relatos cientificos da



literatura (VIEIRA et al., 2011); ASSIS, (2008); ABREU et al., (2013) estes compostos
sdo mostrados como nutricionalmente vidveis e que podem ser perfeitamente
aproveitados na alimentacdo humana ou como parte integrante de um produto com o
objetivo de ser empregado na industria de alimentos (DAMASCENO, 2007).

A cabeca do camardo possui baixo valor comercial, sendo uma grande fonte de
poluicdo ambiental, visto que seu descarte além de gerar custos adicionais, reduz a
margem de lucro. No caso especifico do L. vannamei, o cefalotérax constitui
aproximadamente 33% do seu peso, dependendo do tamanho do animal (OGAWA,
2007). No entanto possui niveis proteicos aceitaveis e pode ser utilizados para o preparo

de diversos produtos no setor de alimentos processados (FERNANDES, 2009).

Vasconcelos e Silveira (2004) destacaram a necessidade de novas pesquisas de
cunho nutricional para o melhor aproveitamento do cefalotérax e do exoesqueleto. Os
mesmos autores afirmaram que o processamento minimo da carne ou a utilizacdo das
diversas estruturas do camardo maximizam o retorno financeiro da produgdo por
adicionar valor agregado ao produto final devido, principalmente, a constitui¢éo
quimica desses componentes, onde 32,38% representam o cefalotérax 9,69% de
exoesqueleto e 5,05% dos apéndices somando juntos 52,83% do peso total do animal

que quase nao é utilizado.

Ainda no tocante ao valor nutricional, Castro e Pagani (2004), em seus
experimentos para secagem do cefalotérax, encontraram teores de proteina entre 39,9 e
35,7%, de 12,2% e 14,4% e para cinzas e baixos teores de colesterol de 0,66% a 0,92%.
Esta farinha produzida a partir desse material poderia ser incorporada em novos
produtos dando-lhes sabor caracteristico de camarao, além de conferir valor nutricional.
Portanto pesquisas na area de aproveitamento dos residuos da carcinicultura, ainda sédo
poucas e necessitam de novas investigagdes, que busquem elaborar novos produtos
derivados destes residuos, que apresentam boa qualidade para serem aceitos pelos

consumidores.

4.3 Aspectos morfologicos e composi¢ao quimica do camarao



Morfologicamente o camardo L. vannamei é comprimido, nas laterais é coberto
por um exoesqueleto calcificado constituido de quitina e proteinas, segmentado em trés
regides, a cabeca (céfalon), o torax (péreion) que sdo fundidos formando uma estrutura
unica chamada de cefalotorax e o abdémen (pléon) (BARBIERI; OSTRENSKI, 2002).

Figura 1 : Morfologia de um Camarao Peneideo
Fonte:www.abccam.com.br (03/2014).

O masculo do camardo, assim como de todo pescado, é composto por proteinas de
elevado valor nutritivo, expressivo teor de minerais e baixas quantidades de lipidios
totais. No entanto com relacdo ao colesterol, gordura intimamente associados aos
lipideos totais, tem-se que o camardo, é um fruto do mar considerado de alto conteddo
de colesterol, contudo sua concentragdo em &cido graxo poliinsaturado € também
considerada elevada, e existe a possibilidade de que a alta concentracdo desses acidos
graxos possa anular os efeitos nocivos do colesterol no organismo humano (SANTOS;
AZEREADO; MARTINS, 2007). Mesmo assim, dados publicados por Franco (1999)
demonstram que o percentual de lipideos em camarao é de aproximadamente 0,8% no

animal in natura.

Lira et al. (2013), ao pesquisarem um produto com valor agregado, encontraram
no camarao in natura os seguintes valores de composi¢do quimica: pH entre 7,0 e 8,5
que € caracteristico de crustaceos (pH alcalino), essa caracteristica se deve a capacidade
osmotica e de regulacdo interna da quantidade de sais absorvida pelo organismo destes
crustaceos que liberam amonia; O teor de umidade normal do camardo in natura varia
de 60 a 80%. Cirol (2007), ao analisar a composi¢do quimica de duas diferentes
espécies de camardo o Penaeus monodon e o L.vannamei, comparando suas
composicdes, encontrou valores aproximados entre as espécies, quanto a umidade
(80,47 % e 77,21%), cinzas (0,95 % e 1,47%), proteinas (17,1% e 18,8%) e (1,23% e

1,30 %) de lipideos, respectivamente .
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4.4 Aspectos fisicos e quimicos da quitina e quitosana

A quitina é um polissacarideo de cadeia linear formado por unidades de N-acetil-
2- dioxi-D-glicopiranose, interligadas por ligacdes glicosidicas B (1—4), recebendo a
denominacdo inicial de fungina quando foi isolada de insetos, tendo seu termo quitina
derivado do grego, da palavra Chiton, significando um revestimento protetor para
invertebrados (ANTONINO, 2007) .

CH;
J{O‘,H“memﬂ - I'-:I):<NHH Herron H 5
H 0%
TF QUITINA %

Figura 2: Estrutura da Quitina (HENNING, 2009).

A quitina é encontrada na matriz da estrutura esquelética de invertebrados, como
artropodes, anelideos, moluscos e celenterados, algas diatomaceas, também estando
presente nas paredes celulares de alguns fungos, como Zygomycotina, Ascomycotina,
Basidiomycotina e Deuteromycotina, sendo isolada por Braconnot em 1881, trinta anos
antes do isolamento da celulose, mais sua aplicacdo na industria so teve inicio em 1970.
Seu uso em larga escala ainda é muito menos importante que o da celulose, porém
alguns importantes segmentos do mercado ja sdo ocupados por derivados de quitina,
que devido a sua versatilidade, pode ser utilizado como agente floculante no tratamento
de efluentes, como adsorvente na clarificacdo de 6leos, e principalmente na producéo de
quitosana (DIAS et. al., 2013). A quitosana € a segunda substancia organica mais
abundante na biosfera sendo superada apenas pela celulose, possui caracteristicas
estruturais semelhantes a celulose e nos organismos em que ocorrem faz parte de
involucros protetores, materiais de suporte e defesa. Para ser separada dos outros
componentes do corpo dos crustaceos onde é encontrada, € utilizado um processo
quimico que envolve as etapas de desmineralizacdo e desproteinizagdo das carapacas
em solucGes diluidas de HCI e NaOH, seguida de descoloracdo com KMnO, e acido
oxalico, por exemplo (AZEVEDO, 2007).
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Este polimero é um material biodegradavel, ndo-toxico, insolivel em &gua e em
muitos solventes orgénicos, acidos diluidos, alcalis, e apresenta uma forma de solido
cristalino ou amorfo. Ocorrendo em trés diferentes formas denominadas a, e y (Figura
2), as quais diferem no arranjo de suas cadeias nas regides cristalinas. Estas estruturas
polimorficas estdo possivelmente relacionadas a diferentes funcdes no organismo, tendo
a a-quitina como a forma necessaria no animal nos locais em que sdo necessarias
extrema dureza (resisténcia), como em cuticulas de artropodes, ja as formas e y
encontradas onde ha necessidade flexibilidade e dureza sendo a forma dominante, o -
quitina é mais estavel (ANTONINO, 2007).

o-Quitina B- Quitina v- Quitina

Figura 3: Estruturas polimorfica da quitina (ANTONINO, 2007)

Na industria de pescado grandes quantidades de quitina sdo produzidas, originada
de crustaceos e principalmente de camardo, que em sua composicao apresenta de 5 a 7%
de quitina, a partir da qual € extraida a quitosana (ABREU; CAMAPANA-FILHO,
2005). Assim sendo, durante o processamento do camardo geralmente seus residuos sdo
utilizados para a producdo de farinha de pescado, porém esse uso reduz a qualidade
nutricional do produto. Uma forma de agregar valor aos residuos do camardo é a
producdo de quitosana, utilizada na inddstria por possuir estabilidade em suas
propriedades quimicas, biocompatibilidade, propriedades de biodegradacdo, tendo
vantagens para muitas aplicacOes potenciais nas areas farmacologicas, biomédicas, na

agricultura, em alimentos, e tratamento de produtos residuais (NEVES et al, 2013).

A quitosana ¢ a forma parcialmente desacetilada da quitina, -(1-4)-N-acetil-D-

glicosamina. Quimicamente ¢ um biopolimero de alto peso molecular, sendo uma
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poliamina em que 0s grupos amino estdo disponiveis para reagdes quimicas (preparacao

de derivados) e formacéo de sais com acidos (HENNING, 2009).

H H H
CHOH H N cHoH 1
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[
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QUITOSANA
Figura 4: Estrutura da Quitosana (HENNIG, 2009).

A quitina pode ser convertida em quitosana por meios enzimaticos ou por
desacetilacdo alcalina, sendo este Gltimo método o mais utilizado. Durante o processo
da desacetilacdo alcalina, parte das ligacdes N-acetil do biopolimero sdo rompidas com
a formacdo de unidades de D-glicosamina que contém um grupo aminico livre.
Entretanto, a quitosana ndo apresenta uma estrutura quimica uniforme, mas um grupo de
biopolimeros parcialmente desacetilados, dos quais, 0s que apresentam grau de
desacetilacdo superior a 50%, sdo considerados quitosana (GORTARI; HOURS, 2013).

A quitosana possui diversas aplicacdes na agricultura, medicina, meio ambiente e
alimentos. Na indastria de alimentos, este polimero é usado como agente clarificante,
inibidor do escurecimento enziméatico em batatas e sucos de maca e péra e como
antioxidante em salsichas, além de ser utilizada como filme antimicrobiano, finos e
transparentes para cobrir frutas e vegetais (DEVLIEGHERE et al., 2004).

Além dos usos supracitados, a quitosana também vem sendo extensivamente
pesquisada devido a outras caracteristicas que lhe conferem varios outros
aproveitamentos, tais como: carreador de farmacos de liberacdo controlada, regeneragédo
de tecidos epiteliais, confeccdo de membranas artificiais, promotor de osteogénese,
antibacteriano, coadjuvante da higiene oral, absor¢édo de gordura e reducgéo do colesterol
sérico, componente de cosméticos, remocdo e recuperacdo de diferentes residuos,
biotransformacdo e deteccdo de pesticidas, recobrimento de sementes na agricultura,
remocao de corantes, aminoacidos e proteinas e como agente floculante no tratamento
de efluentes aquosos (FAI et al., 2008).
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No que diz respeito a inddstria da Aqicultura, durante o processamento do
camardo, na etapa de descasque, sdo geradas grandes quantidades de residuos solidos.
Estes residuos sdo principalmente constituidos por quitina, dai o grande interesse em
pesquisas que busquem alternativas para seu reaproveitamento, com vistas ao
desenvolvimento de produtos de valor agregado. Embora muitas aplicacdes para 0 uso
da quitina ja tenham sido sugeridas, as pesquisas com quitosana, seu principal derivado,
tem despertado maior interesse pelo fato da quitosana ser mais sollvel que a quitina
(CARVALHO, 2006).

Os maiores produtores de quitina e quitosana sdo os Estados Unidos e Japdo. A
cada ano esses paises tém aumentado a producdo desses polimeros naturais, em
consequéncia do aumento da sua utilizagdo nas diferentes aplicagdes, principalmente na
indUstria de alimentos (DAMIAN, 2005).

A quitosana além de todas as potencialidades ja descritas também tem sido
investigada por sua agdo antimicrobiana, como uma alternativa para substituicdo de
compostos antimicrobianos artificiais. Os pesquisadores tém demonstrado que a
quitosana é capaz de provocar a inibicdo do crescimento de varios microrganismos
como Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Streptococcus
faecalis, Salmonella enterica, Salmonella paratyphi, Pseudomonas aeruginosa, Listeria
monocytogene, Bacillu. cereus, Shigella dysenteriae, Aeromonas hydrophila, Fusarium,
Alternaria, Helminthosporium, Sacharomyces cerevisiae, Saccharomymices ludwigii,
Zygosaccharomyces baillii, Cryptococcus albidus, Candida spp. e Rhodotorula spp, no
entanto, seu mecanismo de agdo sobre 0s microrganismos ndo estd completamente
elucidado, alguns pesquisadores correlacionam essa atividade antimicrobiana da
quitosana pela formacdo de complexos polieletroliticos que provavelmente se ligam
seletivamente a superficie dos microrganismos inativando-os (ALBUQUERQUE et al,
2009).

Em termos de aplicabilidade as oportunidades e areas de insercdo da quitosana séo
amplas, podendo ser utilizadas para aplicagdo na producdo de medicamentos que
auxiliam no combate a obesidade, nas inddstrias alimenticias, na laboracdo de produtos
ricos em fibras dietéticas, fungicidas e bactericidas, recobrimento de frutas com
biofilmes e no tratamento de efluentes como precursor da floculagéo, principalmente

devido a presenca de grupos animicos. Este biopolimero é considerado quimicamente



14

mais versatil do que a celulose. Portanto, a presenca destes grupos animicos confere ao
polimero solubilidade especifica em um pH > 6, como solventes 4&cidos organicos
diluidos e &cidos inorgéanicos, o que facilita originar solugdes viscosas, conferindo
propriedades como polieletrolito, e também com possibilidade de formacao de filmes,
fibras e membranas (DIAS et al., 2013). Deste modo, as grandes potencialidades deste
polimero necessitam de uma série pesquisas que visam cada vez mais propiciar a

producdo de bioprodutos que possam ser utilizados nas mais diversas areas.

O uso de polimeros naturais a base de quitina-quitosana para aplicagdes
diversificadas tém sido de vital importadncia para os avangos biotecnoldgicos e
apresentam varias vantagens como a sua facil obtencdo, biocompatibilidade e
biodegradabilidade. Contudo os polissacarideos, como uma classe de macromoléculas
naturais, tém sua propensdo extremamente bioativa, e sdo geralmente derivados de
produtos agricolas ou de crustaceos (AZEVEDO et al., 2007). Na area de alimentos a
quitosana ja foi empregada na preservacdo de macarrdes, arroz, sardinhas e carnes, sem
alterar o sabor dos mesmos e inibindo o crescimento de algumas bactérias e fungos que
sdo diretamente responsaveis pela deterioracdo de alimentos, demonstrando seu poder
de conservacdo (MIRANDA, 2006).

4.5 Uso de biofilmes na indUstria de alimentos

De acordo com a defini¢do biofilmes sdo preparados de materiais bioldgicos, que
agem como barreira a elementos externos e, consequientemente, pode proteger o produto
e aumentar a sua vida de prateleira, controlando a perda de umidade, a troca de
oxigénio, etileno e dioxido de carbono dos tecidos de frutas, dessa forma, controlando a
respiracdo do produto aumentando sua durabilidade e funcionando como uma

alternativa ao tratamento por atmosfera controlada (ASSIS, 2009).

Em sua maioria, 0s compostos utilizados para a elaboragdo de embalagens tém
sido selecionados com o objetivo reduzir a interagdo com o produto que acondicionam e
atuar como barreiras inertes, apresentando a fungdo principal de proteger o produto
embalado, sem interagir com ele. Contudo, novas pesquisas tém sido realizadas com o
objetivo de desenvolver embalagens que interajam com o produto e que possam
também ser biodegradaveis, trazendo, portanto, uma vantagem adicional (COSTA et al.,
2012); (LAVORGNA et al., 2010). Muitas dessas embalagens tém sido desenvolvidas a

partir de matérias-primas naturais e renovaveis, que se liguem a matriz polimérica como
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os aditivos funcionais incorporados. O uso de filmes e revestimentos biodegradaveis
tem gerado um grande volume de pesquisas dentro da industria de alimentos, devido ao
potencial de fornecer ao ambiente protecdo pela aumento da biodegradacdo de
embalagens ao serem langadas no ambiente, além de evitar a deterioracdo dos
alimentos. Desta forma, as pesquisas sobre embalagens estdo tendo grande foco na
elaboracdo de filmes e revestimentos principalmente a base de polimeros, como 0s
polissacarideos, proteinas e lipideos devido a sua biodegradabilidade (SANTANA et al,
2013).

Os biofilmes também possuem caracteristicas determinantes para a sua utilizacao
como material de embalagem, conferindo aos produtos propriedades mecanicas devido
a0 manuseio a que estdo sujeitos os produtos durante sua distribuicdo e comercializacao,
bem como podem conferir propriedade dtica (opacidade). Estas propriedades funcionais
sdo influenciadas pelas condicGes de processos e pela formulacdo, em especial pelo
plastificante, necessaria a obtencdo de materiais manusedveis (OLIVEIRA; NUNES,
2011)

De acordo com Villadiego et al. (2005) revestimentos biodegradaveis quanto a sua

composicao séo classificados em:

12 Hidrocolodais: Filme a base de polissacarideos ou proteinas, que apresentam
baixa permeabilidade ao oxigénio, didxido de carbono e lipideos e tem barreira ao vapor

de &gua;

28 Lipideos: Sdo compostos de lipideos e apresentam barreira ao vapor de dgua por

suas caracteristicas hidrofdbicas;
3% Compostos: A base de proteinas, lipideos ou polissacarideos mais lipideos.

Na formacdo dos biofilmes algumas substancias sdo componentes importantes na
sua formacdo, tais como os plastificantes, substancias que séo utilizadas na sua
montagem e que ndo podem ser volateis, possuir alto ponto de fusdo e que quando
adicionadas a outros materiais mudem sua composicao fisica e ou, mecanicas, como por
exemplo o sorbitol ou glicerol. Estes plastificantes, irdo atuar nas pontes de hidrogénio,
reduzindo as forcas intermoleculares ao longo da cadeia do polimero, melhorando
nessa embalagem suas caracteristicas mecanicas como flexibilidade, forga e resisténcia
(MATTA, 2009).
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Uma das formas normalmente empregadas para a elaboracdo dos revestimentos
biodegradaveis obtidos em laboratério é o método de Casting, que consiste no preparo
de uma solugdo coloidal da macromolécula e aditivos, aplicacdo dessa solugédo
formadora do filmes sobre uma superficie lisa e esperar a secagem. Ja na industria o0s
filmes séo geralmente obtidos por extrusdo e co-extrusdo para filmes de multicamadas
(MONTERREY; SOBRAL, 2000)

Os revestimentos comestiveis devem apresentar certas peculiaridades como serem
invisiveis, terem aderéncia suficiente para ndo serem facilmente removidos no manuseio
e ndo introduzirem alteracbes no sabor dos produtos onde serdo utilizados,
polissacarideos de origem animal tém sido avaliados como uma alternativa
consideravelmente econdmica e eficiente para esse fim, tendo a quitosana 0 composto
mais pesquisado. Um filme de quitosana, é descrito como transparente e flexivel, com
propriedades funcionais que incluem retardar a migracdo de umidade, o transporte de
gases (O,, CO,), a migracdo de 6leo ou gordura, o transporte de solutos, oferecer uma
integridade estrutural adicional aos alimentos, podendo também reter compostos
aromaticos e carregar aditivos alimenticios ou componentes com atividade
antibacteriana ou antifungica (MIRANDA, 2006).

Portanto, ainda que os biofilmes ndo substituam totalmente as embalagens
plasticas tradicionais, eles poderdo contribuir significativamente para a reducdo de seu
uso e, mais que isso, atuar como suportes na liberacdo controlada de substancias ativas
que evitem o desenvolvimento de microrganismos, além de limitar a migracdo de

umidade e aromas.

4.5 O uso de defumacao para produtos carneos.

A defumagéo pode ser empregada como uma operacdo final de processamento,
com o objetivo de usar um método a mais de conservacdo, durante esse processo o
aroma dos produtos defumados é obtido em funcdo da presenca de compostos

carbonilicos, diacetil, vanilina e alguns acidos organicos (ALENCAR, 1997).

A defumacdo € um processo usado nos alimentos para aumentar sua vida de
prateleira. Nos alimentos, a defumagdo convencional esta sendo substituida pelo
emprego de aroma de fumaca, ou fumaca liquida saborizante, e proporcionam ao

produto final uniformidade de sabor, cor, deposicdo de substancias antioxidantes e
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antimicrobianas (GONCALVES; PENTRINCE-HERNADEZ, 1998). A defumacéo de
alimentos por meio de aspersdo de fumaca (defumacdo convencional) estd sendo
substituida pelo emprego do aroma liquido de fumaca (fumaca liquida), principalmente
pela auséncia de compostos cancerigenos e pelo mesmo perfil aromatico da fumaca
tradicional (GONCALVES; CEZARINI, 2008).

Metri et al (2006) ao elaborarem hamburguer de carne caprina, determinaram que
a qualidade bacterioldgica do produto caprino defumado, pode estar relacionada com a
utilizacdo da fumaca liquida durante o processo de defumacdo, uma vez que se trata
também de um produto com propriedades antimicrobianas. J& Roca (1999), em sua
pesquisa com carne de capivara defumada, observou que a cor e aparéncia geral dos
produtos, da paleta defumada submetida a maturacdo inicial com cloreto de célcio
apresentou melhor aparéncia e cor mais caracteristica de produto curado em

comparacgdo a copa defumada submetida a maturacéo inicial com cloreto de calcio.
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5 MATERIAL E METODO

5.1 Preparagdes da matéria-prima dos residuos da carcinicultura.

A matéria-prima empregada para extracdo da quitina foram os exoesqueletos da
espécie Litopenaeus vannamei (camardo marinhos), cedido pelos boxes de
comercializacdo do camardo no mercado publico de pescados, no bairro de Tambad, da
cidade de Jodo Pessoa. As cascas obtidas foram manualmente lavadas para retirada de
residuos de carne e corpos estranhos, foram transportados para o Laboratério de
Bioguimica da Universidade Federal da Paraiba em caixas térmicas e armazenadas sob

refrigeragdo (= -10° C) até 0 seu uso.

Para elaboracdo da farinha exoesqueleto de camardo, o material recolhido foi seco
em bandejas de aluminio (30 x 40 cm) e postos ao sol por trés horas. Em seguida 0s
exoesqueletos foram colocados em estufa & temperatura de 70° C por 18 horas. O
material seco foi triturado em liquidificador, seguida por moagem em moinho elétrico.
O po resultante foi peneirado em peneira granulométrica (latdo) de abertura de 0,150
mm (100 mesch) segundo Assis e Brito ( 2008).

5.2 Obtencao da quitina e transformacao da quitina em quitosana.

O processo de obtencdo de quitina seguiu respectivamente as etapas: a)
desmineralizacdo, b) desproteinizacdo, ¢) desodorizacdo, d) transformacdo da quitina
em quitosana (ASSIS; BRITO 2008).

a) Desmineralizacdo: Se deu pela adi¢do de 1,0 L de solugdo aquosa de HCL em
cerca de 140g do material seco moido. A mistura foi mantida na temperatura ambiente,
sob agitacdo por duas horas. O p6 desmineralizado foi filtrado e lavado com &gua

corrente até a neutralidade do filtrado, seguido de nova secagem em estufa a 30 °C.

b) Desproteinizacdo: Esta etapa foi realizada por suspensdo do material
desmineralizado seco em um litro de solucdo aquosa de NaOH a 15% (v/m). Esta
mistura foi aquecida a 65 °C e mantida sob agitacdo por trés horas. Em seguida o
material foi filtrado e lavado em agua corrente até a neutralidade do filtrado. Seguiu-se

nova secagem, conforme descrita no item anterior.
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c) Desodorizacdo: Seguiu-se suspensdo do material desproteinizado seco em um
litro de solucéo aquosa de hipoclorito de sodio a 0,36% (v/v). A mistura foi mantida por

agitacdo por duas horas, seguida por secagem a 80 °C por quatro horas.

d) Transformagdo da quitina em quitosana: A reacdo de transformacdo da
quitina em quitosana por desacetilacdo da quitina, se deu em solucdo aquosa de NaOH a
40% (v/m) e 0,5 de Boro hidreto de sodio (NaBH,4). A mistura foi aquecida a 115 °C e
mantida sob agitagdo constante por seis horas. O material foi filtrado e lavado
abundantemente com &gua corrente até a neutralidade do filtrado, seguida de lavagem

com metanol e secagem a temperatura ambiente.
5.3 Caracterizagdo da quitosana

Para realizar a caracterizacdo da quitosana foram feitas analises de cristalidade
(difracdo de raios-x); Andlise condutimétrica, Espectroscopia de infravermelho com
razdo de absorbancia de 1235 cm™/ 1450 cm™ de acordo com Tonhi (2002), Ensaios de
viscosidade especifica (SIGNINI; CAMPANA-FILHO, 1998), e calorimetria
exploratdria diferencial - DSC), de acordo com a metodologia descrita por Antonino
(2007).

5.4 Elaboracéo do biofilme de quitosana

A solucdo filmogénica para elaboracdo do biofilme de quitosana foi
preparada por dissolucdo e homogeneizacdo de 2g de quitosana e homogeneizada com
100 ml de acido acético a 1% e acido citrico a 1%, formando uma solucdo de 20
mg/mL. A solucdo foi submetida a agitacdo por 24 horas para obter o gel de quitosana,
seguindo a metodologia descrita por Assis (2009) para entdo ser adicionada a fumaca
liquida a solucdo com agitacdo por mais uma hora. Para determinacdo da quantidade de
fumaca adequada a montagem dos filmes foram testadas concentracfes de 5 a 20%, para
cobertura das salsichas, sendo efetivamente testadas apenas as concentragdes de 5%, 7%
e 10%. Posteriormente a solugdo foi colocada em formas de teflon com medidas
externas de 20 x 31 x 4 cm e medidas internas de 18 x 27 x 3,5 cm, colocados em
estufa a aproximadamente 35 °C, para obtencdo dos filmes a serem utilizados na
cobertura de salsichas de acordo com a técnica de cast descrita por Gongalves e
Prentice-Hernandez (1998). Foram testados filmes de quitosana com e sem adi¢do de

plastificante sorbitol 2% (p/p) de glicerol para cada grama de quitosana utilizada.
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5.5 Caracterizacdo dos biofilmes de quitosana acrescidos de fumaca liquida com e

sem plastificante.

A caracterizacdo dos filmes de quitosana foi realizada quanto a: a) Espessura;
b) Solubilidade em &gua; c) Opacidade e d) Propriedades mecénicas, Segundo
metodologia descrita por Batista, Tanada-Palmu e Grosso (2005) e Davango, Tanada-
Palmu e Grosso (2007).

a) Espessura: A espessura foi obtida pela média dos valores de dez pontos aleatdrios
em diferentes segmentos do filme, utilizando-se um micrdmetro manual marca

Digimess.

b) Solubilidade em &gua: A solubilidade em agua foi realizada em triplicata, os filmes
foram cortados com 2cm de didmetro e imersos em 50 ml de &gua destilada, mantidos
sob agitacdo lenta e periddica por 24 horas a temperatura ambiente (25 °C) em banho-
maria. Os fragmentos restantes foram entdo retirados do banho e secos em estufa a
105°C por 24 horas para determinar a massa seca final, e comparados a massa seca

inicial.

c) Opacidade: A opacidade dos filmes foi determinada utilizando-se um colorimetro.
As determinacdes foram feitas em triplicatas apds calibracdo do aparelho com fundo
padrdo branco e um fundo padrdo negro. A opacidade foi determinada pelo software

disponivel no aparelho.

d) Propriedades mecanicas: As analises de tensdo de ruptura (TR) e porcentagem de
elongagéo (ELON) foram realizadas com o aparelho Universal de testes de materiais
EMIC modelo DL-500 de acordo com o método padrdo ASTM D882*. As amostras dos

filmes foram cortadas, apresentando 7,5 cm de comprimento e 2,5 cm de largura.
5.6 Analise microbiol6gica das salsichas cobertas com biofilme de quitosana

Para realizacdo das analises microbiologicas das salsichas com biofilmes, foram
pesados 25g do produto, transferidos para frascos de Erlenmeyer contendo 225 mL de
solucdo salina-peptonada, e ap6s homogeinizagéo, obtida a diluicdo 1:10 (10™%). A partir
desta, foram preparadas as demais diluicdes para as determinagdes microbioldgicas,
para contagem total dos seguintes microrganismos: contagem total de coliformes a 45

°C, Staphylococcus coagulase positiva, Clostridium sulfito redutor e Salmonella sp
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seguindo a metodologia APHA (2001) utilizando-se como padrdo para a qualidade

higiénico-sanitaria a Resolugédo da ANVISA n° 12 de janeiro de 2001.
6.0 Atividade antimicrobiana do biofilme de quitosana

A atividade antimicrobiana dos filmes foi determinada mediante teste de difuséo
em agar. As bactérias foram cedidas pelo Laboratorio de Genética de Microrganismos
do CCEN/DBM da UFPB, adquiridas da American Type culture collection (ATCC)
para as suspensdes bacterianas de Escherichia coli ativa ATCC 25922, Pseudomonas
aeroginosa ATCC 27853 e Staphylococcus aureus ATCC 25926. As culturas
bacterianas ativas foram inicialmente tratadas numa suspensdo em caldo nutritivo e
semeadas em superficie de placas contendo agar Mueller-Hinton e posteriormente foram
adicionados fragmentos do biofilme acrescido de fumaca liquida a 5%, 7% e 10%
acrescidos ou ndo de plastificante (sorbitol) sobre a placa com a bactéria, sendo as
analises realizadas em duplicata. As placas foram incubadas em estufa bacterioldgica a
37 °C, por um periodo de 24 horas de acordo com Botre et al. (2010).

6.1 Teste de aceitacdo

Para avaliar os efeitos do biofilme de quitosana acrescido de fumaga liquida nas
salsichas, foi utilizado um teste de aceitacdo, constituido de uma escala heddnica de
nove pontos, variando de “gostei extremamente” (nove pontos) até “desgostei
extremamente” (um ponto), avaliando os parametros de aroma, textura, aparéncia,
aceitacdo global e sabor. As amostras foram julgadas por 96 provadores néo treinados.
O teste foi realizado no laboratério de Analise Sensorial da Universidade Federal da
Paraiba, onde as amostras foram avaliadas, na mesma secdo, por cada provador,
servidas de forma monadica, em copos descartaveis de 50 mL, codificadas com
nameros aleatérios de trés digitos. Protocolo de pesquisa APROVADO pelo Comité de
Etica em Pesquisas em Seres Humanos do Hospital Universitario Lauro Wanderley-
CEP-HULW, da Universidade Federal da Paraiba, CAAE 26122513.9.0000.5183.

7.0 Analises estatisticas
Os resultados referentes a esta pesquisa, foi submetido a analise de variancia

(ANOVA), e a comparacdo entre as meédias feita pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade utilizando o programa ASSISTAT, desenvolvido pelo Departamento de
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Engenharia Agricolado Centro de Tecnologia e Recursos Naturais da Universidade
Federal de Campina Grande (UFCG). Para Analise do Mapa de Preferéncia Interno ou
Analise de preferencia multidimensional, os dados de aceitacdo (teste do consumidor)
foram organizados numa matriz de amostras (em linhas) e consumidores (em colunas) e
submetidos a analise de componentes principais (ACP) de acordo com Sales et al

(2008), utilizando o programa Grafpad verséo prisma seis.
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9.0 RESULTADOS E DISCUSSOES
ARTIGO 1

*Escrito segundo normas da revista: Polimeros

Filmes de quitosana extraidos de Litopenaeus vannamei (camardo marinho):
Avaliacao do efeito da adi¢do de fumaca liquida.

RESUMO

Objetivo deste artigo foi extrair e caracterizar a quitosana obtida do exoesqueleto
Litopenaeus vannamei (camardo marinho) para elaboracdo de filme biodegradavel
acrescido de fumaga liquida. Foram empregadas as metodologias de determinacéo da
viscosidade, condutimetria, espectroscopia na regido do infravermelho e difracdo de
raio-x para caracterizacdo do polimero e realizados os testes de resisténcia a tracdo,
modulo elasticos, solubilidade, opacidade e espessura para caracterizacdo dos filmes. Os
resultados encontrados foram eficientes para determinacdo da quitosana, e compativeis
com a literatura quanto a caracterizacdo de filmes de origem polimérica. Concluindo os
analises mecanicas do filme biodegradavel de quitosana apresentaram-se como de baixa
elasticidade e alta resisténcia a tracdo, e aceitaveis quanto a opacidade, solubilidade e
espessura.

PALAVRAS-CHAVE: Filme aromatizado, caracterizacdo quitosana, propriedades
mecéanicas.

ABSTRACT

The purpose of this article was to extract and characterize chitosan obtained from the
exoskeleton of marine shrimp Litopenaeus vannamei for preparing biodegradable film
plus liquid smoke. Methodologies for determining viscosity, conductometry,
spectroscopy in the infrared and x-ray diffraction to characterize the polymer were
employed and performed tests of tensile strength, elastic modulus, solubility, opacity
and thickness to characterize the films. The results were efficient for the determination
of chitosan, and consistent with the literature regarding the characterization of
polymeric films of origin. Completing the mechanical analyzes of biodegradable
chitosan film is presented as a low elasticity and high tensile strength, and acceptable as
opacity, solubility and thickness.

KEY-WORDS: Flavored Film, chitosan characterization, mechanical properties.
1 INTRODUCAO

Polimeros sintéticos convencionais levam mais de cem anos para se incorporar
no ambiente quando descartados (DEBIAGI et al., 2012). A degradacao destes materiais
interfere de forma ampla na degradacdo da matéria organica, dai a gestdo dos residuos
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solidos poder atuar como agente para diminuir este impacto, mediante pesquisas que
venham a desenvolver materiais biodegradaveis que possam substituir, incrementar e/ou
desenvolver, para que os polimeros biodegradaveis possam ter aplicagdes na industria
ao passo que também possam minimizar o impacto ambiental negativo gerado pelo
acumulo dos polimeros sintéticos no ambiente (Li et al, 2011; ARAUJO e SANTOS,
2011).

O uso de coberturas comestiveis elaboradas a partir de polimeros naturais e
biodegradaveis tem se tornado recentemente alvo de pesquisas sobre polimeros, tais
polimeros recebem esta conotacdo por terem sua degradagdo realizada por micror-
organismos (como bactérias, fungos e algas) e reagdes enziméticas, e sdo alternativas
eficientes para o prolongar a vida de pratileira de alguns alimentos (DIBIAGI, 2010).
Estes polimeros podem ser classificados em quatro grupos de acordo com sua origem,
podendo ser oriundos de fontes agricolas (amido e celulose), sintetizados por bactérias,
da mistura entre petréleo e biomassa (PLC- prolicapolactonas) ou de origem animal
(quitina e quitosana) (MALI et al,2010).

Dentre os materiais pesquisados para a producdo de filmes biodegradaveis, a
quitosana se apresenta como promissora em razao de ser facilmente obtida. Tem grande
potencial como material de embalagem ativa devido a sua atividade antimicrobiana
impermeabilidade ao oxigénio e constituir boa barreira a gases, porém sendo sensiveis a
umidade e apresentando em alguns casos alta permeabilidade ao vapor de agua (COSTA
etal., 2012).

Este trabalho teve como objetivo a sintese da quitosana e caracterizagdo de
filmes biodegradaveis compostos por este polissacarideo extraidos dos residuos gerados
pelo filetagem do camardo marinho Litopenaeus vannamei, acrescidos de fumaca
liquida e sua avaliacdo no revestimento de salsichas. Foram avaliadas as propriedades
mecanicas, de espessura, opacidade, solubilidade em agua, bem como a caracterizagdo
da quitosana por difracdo de raio-X, viscosidade, espectroscopia no infravermelho,
andlise condutimétrica e DSC.

MATERIAL E METODOS

Obtencdo da quitina e transformacdo da quitina em quitosana extraida do

exoesqueleto do camardo Litopenaus vannamei.

O processo de obtencdo de quitina obtida do exoesqueleto do L.vannamei foi

realizada pelas seguintes etapas de: a) desmineralizacdo: Adi¢do de 1,0 L de solucdo
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aquosa de HCL em cerca de 140g do material seco moido, b) Desproteinizacao:
suspensdo do material desmineralizado seco em um litro de solugéo aquosa de NaOH a
15% (v/m), aquecida a 65 °C e mantida sob agitacdo por trés horas c) Desodorizacao:
suspensdo do material desproteinizado seco em um litro de solucdo aquosa de
hipoclorito de sédio a 0,36% (v/v), agitado por duas horas, seguida secagem a 80 °C
por quatro horas. d) Transformacdo da quitina em quitosana: Reacdo de
transformacéo da quitina em quitosana por desacetilacdo alcalina aquosa de NaOH a
40% (v/m) e 0,5 de boro hidreto de sodio (NaBH,) aquecida a 115 °C e mantida sob
agitacdo constante por seis horas. O material foi filtrado e lavado abundantemente com
agua corrente até a neutralidade do filtrado, seguida de lavagem com metanol e secagem
a temperatura ambiente, (ASSIS; BRITO, 2008).

Elaboracéo dos filmes biodegradaveis de quitosana acrescidos de fumaca liquida

A quitosana utilizada na producdo dos filmes foi obtida conforme
procedimento descrito por Assis e Britto, (2008), e seca em temperatura ambiente. A
solucdo filmogénica para elaboracdo do biofilme de quitosana foi preparada por
dissolucdo e homogeneizacdo de 2g de quitosana e homogeneizada com 100 mL de
solucdo feita com acido acético e acido citrico a 1%, formando uma solucdo de 20
mg/mL. A solucdo foi submetida a agitacdo por 24 horas para obter o gel de quitosana,
seguindo a metodologia descrita por Assis (2008) para entdo ser adicionada de fumaca
liquida a 5%,7% e 10%, permanecendo por mais uma hora de agitacdo. Posteriormente
a solucéo foi colocada em formas de teflon com medidas externas de 20 x 31x 4 cm e
medidas internas de 18 x 27 x 3,5 cm, colocados em estufa a aproximadamente 35° C,
para obtencdo dos filmes a serem utilizados na cobertura de salsichas de acordo com a
técnica de cast descrita em Gongalves e Prentice-Hernandez (1998). Foram testados

filmes de quitosana com e sem adi¢éo de plastificante.
Caracterizacao da quitosana
Difracdo de raio-X

As andlises de difracdo de raio X foram realizadas num difratometro da marca
Siemens Modelo D-5000, tubo de cobre, voltagem de 40 kV e corrente de 40 mA,
utilizando angulo de 26° e varredura de 5 a 40° por segundo. Foi empregado a

determinacdo do grau de cristalidade, para se determinar o grau de desacelitacdo da

quitosana, calculado a partir da equacao:
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Icr%= Ic- la/lc x 100

Viscosidade

Para determinagdo da viscosidade intrinseca [n] foi utilizado o procedimento
descrito por Santos et al. (2003), utilizando soluc@es de quitosana, com tampéo de &cido
acético como solvente nas concentracdes de 0,5 a 2,5 g.L™? determinacdo esta
empregada para calcular a massa molar da quitosana desacetilada a partir dos
exoesqueleto de quitina extraidos do camardo marinho L. vannamei, os valores do
tempo de escoamento empregados para determinacdo da viscosidade especifica

corresponderam & média de trés repeticdes independentes.

Titulacdo condutimétrica.

A andlise foi realizada utilizando 200mg de quitosana, agitadas em 40mL de
solucdo de acido cloridrico a 0,005 mol L™ por 18 horas, tituladas com soluc&o de
hidréxido de sédio a 0,17 mol L a temperatura de 25 + 0,1° C. As variagbes de
condutancia durante a titulacdo foram medidas por um eletrodo DMC-010, de acordo
com a metodologia descrita em Santos et al (2003) para determinacdo do grau de

desacetilacao.

Espectroscopia na regido do infravermelho (1V)

Aproximadamente 1,5 mg da amostras do material contendo quitosana
extraida do exoesqueleto de camardo foram utilizadas para determinagdo das bandas nos
espectros 1V, utilizando um espectrofotdmetro Bomen-Michelson FT-IR, MB 102 , de

acordo com a metodologia descrita por Santos et al (2003).

Caracterizacao do filme

Espessura

A espessura do filme foi medida (média aritmética de dez medidas aleatorias
sobre a area do filme), utilizando um micrémetro manual da marca DIGIMESS

resolucéo de 0,001 mm, tendo os resultados expressos em mm.
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Opacidade

A opacidade dos filmes foi determinada utilizando-se um colorimetro de
marca Minolta médulo chrome CR 400. As determinacdes foram feitas em triplicatas
apos calibracdo do aparelho e calculadas como a relacdo entre a opacidade do filme
sobreposto ao fundo padrdo preto (Pprew) € um fundo padrdo branco (Ppranco). A

opacidade foi determinada pelo software disponivel no aparelho.

Solubilidade em agua

A analise da solubilidade em &gua foi realizada em triplicata, os filmes foram
cortados em aliquotas com 2cm de diametro e imersos em 50 ml de agua destilada,
mantidos sob agitacdo lenta e periddica por 24 horas a 25° C em banho-maria. Os
fragmentos restantes foram retirados do banho e secos em estufa a 105° C por 24 horas
para determinar a massa seca final, por diferenga ao serem comparados a massa seca

inicial.

Propriedades mecanicas

Para os ensaios mecanicos foram empregados corpos de prova de dimensdes
2,5 X7,5 cm, para determinacdo dos testes de resisténcia a tracdo e modulo elastico,
com comprimento de ensaio de 30 mm e velocidade de ensaio de 0,05mm/s. Utilizando
um aparelho de ensaio EMIC linha DL-500 MF- Capacidade de velocidade max de
SKN.

RESULTADOS E DISCUSSOES

A seguir serdo apresentadas as técnicas propostas para caracterizacdo de
quitosana, como grau de desacetilacdo, baseadas em titulacdo conditimétrica,
espectroscopia na regido no infravermelho (IV), espectroscopia de ressonancia
magnética, termogravimetria entre outras (SANTOS et al., 2005). A determinacdo de
difracdo de raio-X permite a distingdo da quitosana uma vez que o grau de
desacetilacdo (GD) e o indice de cristalinidade relativo sdo inversos, ou seja, quanto
maior indice de cristalinidade menor sera o grau de desacetilacéo, ja que € caracteristica
das quitinas possuirem elevado grau de cristalinidade, sendo os termos IC e IA as
intensidades dos sinais das regides cristalinas (260=20°) e amorfas (20~10 a 13°),

respectivamente observadas na determinacéo e utilizados para determinacéo do grau de
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cristalinidade. Na figura 1 encontra-se o difratograma da quitosana analisadas, para
amostra testada foi obtido o indice de cristalinidade, 1cr% 62,212, com grau de
desacetilzacdo de 73,653 %, valor este compativel com os valores encontrados nos
trabalhos de Costa e Mansur (2008) 68 % , Janegitz et al. (2007) ,Campana-Filho e
Signini (2001) 76% de grau de desacetilagéo.
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Figura 1. Difratograma de raio-x da quitosana extraida do camardo Litopenaeus vannamei.

A massa molar da quitosana extraida foi determinada mediante analise da
viscosidade polimérica, embora ndo seja um método absoluto, a medida de viscosidade
pode ser utilizada para determinar a massa molar média de polimeros, pela razdo do
tempo de escoamento da solugdo de viscosidade polimérica (BRITO; ASSIS, 2008). A
viscosidade de uma solucdo pode ser descrita em funcdo da determinacdo da
viscosidade intrinseca [)], € de sua concentracdo se ndo ocorrerem interacGes entre as

macromoléculas. Nesse caso pode ser utilizada a equacéo de Huggins :

nsp =[] + K[n)2C

C

Em que: nsp ¢ a viscosidade especifica; nsp; C € a viscosidade reduzida (mgL™);

[n] ¢ a viscosidade intrinseca (mgL-1); K é a constante de Huggins e C é a concentracao
da solucdo (mgL™). A figura 2 mostra a curva de viscosidade reduzida ([n]red versus a
concentracdo da solucdo de quitosana da amostra do exoesqueleto de L.vannamei. A
viscosidade intrinseca foi determinada pela extrapolacdo dos dados de viscosidade a
diluicdo infinita de acordo com a equacdo de Huggins, a reta obtida neste trabalho
apresentou (r> 0,87), a viscosidade determinada mediante a equacédo citada pode entéo
ser utilizada para determinacdo da massa molar viscosimétrica do polimero (Mz) pela

equacdo de Mark-Houwink descrita abaixo segundo metodologia de acordo com Santos
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et al (2003). O valor de massa molar encontrado na analise foi de 4,022 x10* g/mol ,
valor esse condizente com o encontrado por Assis (2008) de 4,6 x10* g/mol e Abreu et
al., (2013) na ordem de grandeza de 10* - x10° g/mol, ambos utilizaram quitosana

extraida do L.vannamei.

n]l =x Mz)a
1,500
L 2
1,000
L 2
0,500 ¢
R?=0,8703 ¢
0,000 : : :
0,000 0,010 0,020 0,030

Figura 2: Curva da viscosidade reduzida versus concentracdo da amostra de quitosana (g/mL)
extraida do camardo Litopenaeus vannamei
O grau médio de desacetilacdo para quitosana foi determinado mediante Santos
el al. (2003). A figura 3 apresenta a curva condutimétrica obtida na titulagdo do
polimero do L. vannamei, de acordo com essa figura o primeiro ponto de inflexdo da
curva representa a neutralizacdo do HCI em excesso, o segundo a neutralizacdo do
grupo amino presente na quitosana. O nimero de grupos amino em relacdo aos grupos

amida da cadeia polimérica foi calculado empregando-se a equacdo 1.

Onde: 16,1 é a fragdo molar da

quitosana; [base] é a concentracdo de

NaOH consumido; (V2 — V1) é o

m volume de NaOH do segundo e
primeiro ponto de inflexdo, e m é a
massa de quitosana utilizada na
determinacéo

%GD= 16,1 [base] (V2 —V1)

Empregando-se a equacdo 1 para o grau médio de desacetilacio em
porcentagem, foi obtido 74% de GD para amostra extraida do exoesqueleto do camardo
L.vannamei, valores estes também encontrados por Janegitz et al. (2007) e aproximados
ao valor encontrado por Abreu e Campana-filho (2005), caracterizando assim o

polimero pesquisado neste trabalho como quitosana.
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Figura 3: Curva de titulacdo condutimétrica das amostras de quitosana extraida do
camardo marinho Litopenaeus vannamei

As principais absorcdes caracteristicas da quitosana sdo observadas nas faixas
de 3600-3200 cm™(GARCIA; SILVA; COSTA, 2008), correspondendo a deformacéo
axial dos grupos hidroxila e amino livre; 1690-16050 cm™ a deformagéo axial C=0O de
amidas e 1640-1540 cm™ devido a deformacéo angular do grupo NH de amina, e o grau
de desacetilacdo da guitosana como sendo as faixas compreendidas entre 1420- 1320.
Os resultados citados estdo ilustrados na figura 4 e foram semelhantes aos encontrados
nas pesquisas de Tripathi, Mehrotra e Dutta (2010) para filmes de quitosana e pectina, e

Han, Yan e Chen, (2011) para filmes de 6xido de quitosana.

4000,00 3600,00 3200,00 2800,00 2400,00 2000,00 1600,00 1200,00 800,00 400,00
-0,03

-0,01
0,01
0,03
0,05
0,07
0,09

0,11

Figura 4: Espectro de absor¢édo da regido do infravermelho (IV) da amostra de
quitosana extraida do camaréo marinho Litopenaeus vannamei
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Os valores de espessura variaram de 0,030 a 0,047 mm para os filmes
biodegradaveis contando fumaga liquida com ou sem plastificante e foram comparados
com os biofilmes sem fumaca liquida com ou sem plastificante, apesar dos biofilmes
terem sido elaborados a partir dos mesmos valores pre-estabelecidos ndo foram
encontrados diferencas entre as formulagdes, indicando que a adi¢cdo de fumaca com ou
sem plastificante ndo alterou a matriz polimérica no momento de producdo das
embalagens (Tabela 1).

Filmes de PVC, os normalmente empregados para embalar os alimentos,
tornam-se importante comparar com os filmes nesta pesquisa, no sentido de denotar se
foram mais transparentes ou ndo que filme biodegradavel de quitosana. A opacidade dos
filmes € uma propriedade critica se o filme é utilizado como revestimento de superficie
para alimentos. Filmes transparentes sdo caracterizados como de baixa opacidade
(BATISTA, TANADA-PALMU, GROSSO 2005). Os biofilmes de quitosana contendo
fumaca liquida obtiveram maior taxa de opacidade quando comparados aos biofilmes
sem adicdo da fumaca. Nascimento et al. (2013), trabalhando com o efeito da adicéo de
argila em filmes de quitosana encontrou opacidade que variou de 14% a 31,93%,
valores inferiores aos encontrados neste estudo mesmo para os filmes onde ndo houve a
incorporacdo da fumaga liquida (Tabela 1).

Quanto & solubilidade também ndo foi observado diferenga entre os filmes com
ou sem plastificante e com ou sem fumaca liquida, mais uma vez constatando que a
adicdo da fumaca ou plastificante ndo alterou a matriz polimérica. No entanto,
normalmente os polissacarideos, como é o caso da quitosana sdo higroscopico e se
desintegra rapido em agua, demonstrando a capacidade biodegradavel do filme de
quitosana obtida a partir dos residuos de L.vannamei (LAVORGNA et al., 2010)
Tabela 1.

Quanto as medicBes de resisténcia a tracdo os filmes biodegradaveis de
quitosana apresentaram-se como de resisténcia média com valores que variaram de
21,34 a 39,54 %. Filmes com medidas baixas de resisténcia sdo caracterizados como
menos rigidos, o que ndo foi encontrado neste trabalho. Botre el al., (2010), ao
pesquisar adicdo de dleo essencial de orégano em filmes biodegradaveis de matriz
celulosica encontrou porcentagem de resisténcia a tracdo de 5,15% classificando sua
embalagem como de menor rigidez e atribuindo este fato adicdo do 6leo; os mesmos
autores também encontraram altos valores quanto ao modulo elastico de 2727 (Mpa).

Costa e Mansur (2008) ao elaborarem blendas de quitosana e poli alcool vinilico
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encontraram valores de resisténcia a tragdo e modulo elastico semelhantes aos
encontrados nesta pesquisa sugerindo que o uso de quitosana gera filmes com altas
porcentagens de resisténcia e baixas medidas de elasticidade, necessitando assim de
maiores estudos a respeito de como melhorar o potencial mecéanico da quitosana no que
diz respeito a elaboracéo de filmes biodegradaveis para acondicionamento de alimentos
(Tabela 1).

Tabela 1- Propriedades dos filmes de quitosana com e sem plastificante, com e sem
fumaca liquida.

Filmes Espessura Opacidade Solubilidade Resisténcia a Maodulo

(%) tracdo eléstico

Com plastificante e

com Fumaga 60% 39,54% 595.4 Mpa
; 0,030 ’ 57,32% ’ P
Sem plastificante e
com Fumaca 61% 23,53% 278,4 Mpa
0,047 57,70%

Com plastificante e

sem Fumaca 40% 38,57% 495,9Mpa
0,040 57,69%
Sem Fumaga e sem
Plastificante 0,040 43% 21,34% 492 ,5Mpa
57,35%
CONCLUSAO

Todos as analises realizadas para caracterizagdo da quitosana extraida do
camardo marinho Litopenaeus vannamei como condutimetria, espectroscopia na regido
do infravermelho, viscosidade e difracdo de raio-x, foram eficientes e reprodutiveis
para determinar o grau de desacetilacdo da quitina, caracterizando o polimero como
quitosana. Os filmes elaborados a partir do polimero de quitosana foram aceitaveis
quanto as medidas de solubilidade, demonstrando o papel biodegradavel do polimero, a
opacidade foi aumentada devido & incorporacdo da fumaca liquida e a espessura esteve
condizente como outros filmes de natureza polimérica. Quanto aos resultados
mecanicos o filme biodegradavel de quitosana apresentou-se como de baixa elasticidade
e alta resisténcia a tracdo, necessitando assim de mais pesquisas que visem a melhoria

destas medicdes.
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9 RESULTADOS E DISCUSSAO
9.1 ARTIGO 2

*Escrito segundo normas da revista: Ciéncia e Agrotecnologia

Avaliac@o microbioldgica de salsichas mistas tipo hot dog e filmes de quitosana
acrescidos de aromatizantes (Fumagca liquida).

Michelle Rayssa Pereira de Melo®, Jo&o Andrade da Silva %, Cybelle Pereira de
Oliveira®.

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi realizar a avaliacdo microbioldgica de filmes de quitosana
com e sem plastificante adicionada de fumaca liquida, para o recobrimento de salsichas
visando o aumento da vida de prateleira do produto e aplicagdo antimicrobiano do
biofilme, de acordo com Resolugdo da ANVISA n° 12 de janeiro de 2001. Foram
realizadas analises microbiolGgicas nas salsichas antes e apds acondicionamento. E a
atividade antimicrobiana dos filmes sobre as cepas bacterianas: Escherichia coli ativa,
Pseudomonas aeroginosa e Staphylococcus coagulase positiva, foi avaliado pela técnica
de difusdo em halo em meio solido. Nos resultados, ndo foram observadas presenca de
coliformes a 45 °C, Staphyilococcus coagulase positiva, Clostridium sulfito redutor e
ndo foi detectada a presenca de Salmonella spp, quanto a acdo antimicrobiana, foram
encontrados halos de inibi¢do no biofilme adicionado de fumaga liquida, havendo halo
de inibicdo apenas para Escherichia coli. Conclui-se de acordo com os resultados
encontrados ndo houve contaminacao das bactérias testadas na embalagem de quitosana
frente a de polietileno, mas a adicdo de fumaca liquida pode ser empregada na
elaboracdo de embalagens aromatizadas sem prejuizo ao produto elaborado e sua
interacdo com a matriz polimérica promoveu halo de inibi¢do de Escherichia coli.

PALAVRAS-CHAVE: biofilme de quitosana, fumaca liquida Potencial antimicrobiano.
ABSTRACT

The objective of this study was the microbiological evaluation according to ANVISA
Resolution on January 12, 2001, the use of chitosan films with and without plasticizer
added to liquid smoke for coating sausages in order to increase the shelf life of the
product application of antimicrobial and biofilm. Microbiological analyzes were
performed on the sausages before and after preparation and antimicrobial activity of the
films was determined by the diffusion test halo on bacterial strains: Escherichia coli
active, Pseudomonas aeruginosa and Staphylococcus coagulase positive. In the results ,
not presence of coliforms at 45 ° C , coagulase Staphyilococcus positive Clostridium
sulfite reducer was not detected the presence of Salmonella sp, as the antimicrobial
activity were observed inhibition zones were found in biofilm added liquid smoke , with



45

halo inhibition only for Escherichia coli. It is concluded according to the results found
no contamination of bacteria tested on the packaging of chitosan against polyethylene ,
but the addition of liquid smoke can be employed in the preparation of flavored
packaging without prejudice to the manufactured product and its interaction with the
polymer matrix halo promoted inhibition of Escherichia coli.

KEY-WORD: biofilms of chitosan, sausages, aroma liquid smoke, potential
antimicrobial.

Introducéo

No Brasil, o processamento industrial de pescado produz grandes quantidades de
residuos solidos, que contém materiais orgénicos e inorganicos e geram grande
preocupacdo no que diz respeito aos impactos ambientais negativos decorrentes da
disposicdo desses materiais no ambiente, sendo as cabecas, escamas, visceras e
carcacas, 0s principais produtos resultantes do processamento do pescado (GODOY,
2010). De maneira que o desenvolvimento de alternativas tecnoldgicas que possam
produzir produtos como, farinhas, substancias farmacéuticas, alimenticias e embalagens
biodegradaveis e revestimentos a base de polimeros, mostram-se extremamente viaveis
em virtude de suas propriedades e biodegradabilidade. Esse residuo pode ser utilizado
na elaboragéo de biofilmes (ABREU et al., 2013).

A embalagem adequada é necessaria para que seja garantida a conservagado
dos produtos, bem como a manutencdo da sua qualidade (FAI et al., 2008).
Tradicionalmente, os materiais escolhidos para sua elaboracdo devem ter o minimo de
interacdo com o alimento, além de fornecer mecanismos de barreira a contaminacéao
(microbiolégica e quimica) e prevencdo de seus préprios componentes ao alimento
(AZEREDO et al., 2000). Assim, o uso de filmes e revestimentos utilizando polimeros
biodegradaveis tem gerado um grande volume de pesquisas em ciéncias de alimentos,
devido ao potencial de fornecer protecdo ao ambiente pela diminuicdo do uso de
plasticos usualmente utilizados na fabricacdo das embalagens para alimentos (COSTA
et al., 2012). Portanto, filmes de polimeros biodegradaveis devem possuir a fungédo de
inibir ou reduzir a migracdo de umidade, oxigénio dentre outros, transportar
ingredientes alimenticios como: antioxidante, antimicrobianos e flavorizantes, e/ou

melhorar a integridade mecénica ou caracteristicas de manuseio dos alimentos.

Novas tecnologias e pesquisas sobre embalagens tem despertado um grande

interesse na elaboracdo de biofilmes para embalagem de alimentos, principalmente a
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base de polimeros, como os polissacarideos, proteinas e lipideos devido a sua
biodegradabilidade (VILLADIEGO et al., 2005). Dentre os biopolimeros destaca-se a
quitosana, um copolimero de (1-4)-L-amino-2-deoxi-p-D-glucona (Dglucosamina) e um
dos mais extensos polissacarideos em biomassa, que pode ser obtido a partir de
carapacas de crustaceos, como camardo, caranguejo e lagosta (SYNOWIECKI e
KHATEEB, 2003).

Devido a sua habilidade de formar filme semipermeavel, muitas pesquisas vém
sendo desenvolvidas com a quitosana e além das varias potencialidades descritas na
literatura também tem sido investigada por sua acdo antimicrobiana, como uma
alternativa para a substituicdo de compostos antimicrobianos artificiais. Os
pesquisadores tém demonstrado que a quitosana é capaz de provocar a inibi¢cdo do
crescimento de varios microrganismos como Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Salmonella spp, Pseudomonas aeruginosa, Listeria monocytogenes, Bacillus cereus,
Shigella dysenteriae, Aeromonas hydrophila, Fusarium sp, Alternaria sp,
Helminthosporium, Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces ludwigii,
Zygosaccharomyces baillii, Cryptococcus albidus, Candida sp. e Rhodotorula sp. O
mecanismo de acdo desses microrganismos ndo esta completamente elucidado. Alguns
pesquisadores correlacionam a atividade antimicrobiana da quitosana pela formacéo de
complexos polieletroliticos que provavelmente se ligam seletivamente a superficie dos
microrganismos inativando-os (ALBUQUERQUE et al, 2009). De acordo com Miranda
(2004), em estudo utilizando quitosana, verificou a preservacdo de macarrdo, arroz,
sardinha e carne sem alterar o sabor, inibindo o crescimento de algumas bactérias e

fungos diretamente responsaveis pela deterioracdo de alimentos.

O objetivo desse trabalho foi desenvolver um filme de quitosana para o
recobrimento de salsichas mistas capaz de aumentar a vida de prateleira do produto.
Foram realizadas a determinacdo do NMP de coliformes a 45 °C, Staphylococcus
coagulase positiva, Clostridium sulfito redutor e Salmonella spp em salsichas

recobertas com o biofilme e avaliacdo antimicrobiana do proprio filme.
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MATERIAL E METODOS
Elaboracéo dos filmes

A quitosana utilizada na producdo dos filmes foi obtida conforme o
procedimento descrito por Assis e Britto (2008), e seca em temperatura ambiente. A
solugdo filmogénica para elaboracdo do biofilme de quitosana foi preparada por
dissolucdo e homogeneizacdo de 2g de quitosana e homogeneizada com 100 ml de
acido acético a 1% e acido citrico a 1%, formando uma solugédo de 20 mg/ml. A solucéo
foi submetida a agitacdo por 24 horas para obter o gel de quitosana extraida do
exoesqueleto do camardo marinho Litopenaeus vannamei, seguindo a metodologia
descrita por Assis (2008), para entdo ser adicionada de fumaca liquida a 5%, por mais
uma hora de agitacdo. Posteriormente a solucdo foi colocada em formas de teflon com
medidas externas de 20 x 31 x 4 cm e medidas internas de 18 x 27 x 3,5 cm, colocados
em estufa a aproximadamente 35 °C, para obtencdo dos filmes a serem utilizados na
cobertura de salsichas de acordo com a técnica de cast, descrita por Gongalves e
Prentice-Hernandez (1998). Foram testados filmes de quitosana com e sem adi¢do de

plastificante sorbitol a 2% (p/p) para cada 2g de quitosana.
Avaliacdo microbioldgica das salsichas

As analises microbiologicas das salsichas foram realizadas no laboratério de
Microbiologia de Alimentos DEA/CT/UFPB em triplicata nas salsichas com e sem
cobertura com o filme de quitosana extraida. Foram determinados, 0 nimero mais
provavel NMP para coliformes a 45 °C, determinacdo de Staphylococcu coagulase
positiva, Clostridium sulfito redutor e Salmonella sp, seguindo a metodologia APHA
(2001) utilizando-se como padréo para a qualidade higiénico-sanitaria a Resolucdo da
ANVISA n° 12 de janeiro de 2001, (BRASIL,2001). Para controle as salsichas foram
analisadas quanto os micro-organismos citados antes da embalagem de quitosana com e
sem plastificante, bem como foram analisadas semanalmente durante trintas dias para
avaliar a acdo do filme biodegradavel de quitosana, sob refrigeracdo a temperatura de 7
°C.
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Atividade antimicrobiana dos filmes

A atividade antimicrobiana dos filmes foi determinada mediante teste de difuséo
em &gar inoculadas em cepas cedidas pelo Laboratério de Genética de Microrganismos
do CCEN/DBM da UFPB, adquiridas da American Type culture collection (ATCC)
para as suspensdes bacterianas de Escherichia coli ativa ATCC 25922, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 e Staphylococcus aureus ATCC 25926. Foram preparadas
suspensdo de bactérias em caldo nutritivo BHI semeadas em superficie de placas de
Petri contendo agar Mueller-Hinton. Em seguida foram adicionados pedagos do
biofilme acrescido de fumaca liquida a 5% acrescidos ou ndo de plastificante, foi
inserido meio de cultura sobre a placa com a suspensdo bacteriana. As placas foram
incubadas em estufa bacterioldgica a 37 °C, por um periodo de 24 horas. Para analise
dos dados foi observada presenca de halos de inibicéo.

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

Avaliagdo microbioldgica das salsichas
Na tabela 1 estdo expostos os resultados das analises microbioldgicas de
Salmonella sp, coliformes a 45° C, Clostridium sulfito redutor e Staphylococcus
coagulase positiva, em conformidade com os parametros exigidos pela RDC 12/2001

para salsichas de acordo com a ANVISA.

Para controle do experimento foi realizado analise microbioldgica nas salsichas
antes da cobertura com filme de quitosana, ndo sendo observado presenca de coliformes
a 45 °C, Staphylococcus coagulase positiva, Clostridium sulfito redutor e ndo foi
detectada a presenca de Salmonella sp 25 gramas de amostra. Alimentos de origem
animal podem desempenhar um importante papel na veiculacdo de coliformes a 45 °C e
coliformes termotolerantes, mediante as boas ou mas condi¢des de higiene, e é relatado
que a presenca destes microrganismos em diferentes produtos carneos, inclusive
naqueles implicados em surtos de toxinfecgdo alimentar, indicam mas condi¢Bes
higiénico-sanitaria (SACHINDRA, et al., 2005). Assim nesta pesquisa como ndo foi
detectado o referido grupo, podemos dizer que o processamento da salsicha foi bem
realizado e seguiu bons padrdes higiénicos, ressaltando-se que existe a importancia da
qualidade da matéria-prima e do processo de manipulacdo higiénico na obtencdo de
produtos indcuos a satde de consumidor (AFSHIM; REZA; SAEID, 2011).
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Martins et al. (2008), ao analisarem salsichas tipo ’hot dog’’ a granel e a vacuo
encontraram 16 amostras contendo coliformes a 45 °C de 1 a 5x10° NMP para, nas 17
amostras analisadas, mostrando que as condi¢des higiénicas foram insatisfatorias.
Nesta pesquisa ndo foi detectada a presenca dos micro-organismos antes de receber o
biofilme de quitosana, ndo foram encontradas contagem de NMP coliformes a 45 °C,
bem como para os demais grupos de micro-organismos analisados nas salsichas de
acordo com a RDC n° 2 o que nos leva a inferir que foram entdo mantidas as boas
praticas de fabricacdo e comercializacdo, visto que as salsichas foram adquiridas em
comercio local. Nas salsichas cobertas com filme de quitosana adicionados de fumaca
liguida a 5%, também ndo foram encontradas a presenca dos micro-organismos
analisados. Detectando apenas nas analises realizadas em trinta dias de estocagem,
1,1x10° NMP de coliformes fecais a 45° C no 30° dia de acondicionamento. Jay (2005)
afirma que coliformes fecais tém sido usados para determinar condi¢bes higiénicas

insatisfatorios em alimentos e presenca potencial de patdgenos.

Daguer (2011) ao examinar a qualidade de produtos carneos no estado do Parana
observou contaminacdo microbioldgica por coliformes fecais em cinco amostras
analisadas dentre elas salsicha empregando embalagem de polietileno. O que foi
considerado pelo autor, praticas deficientes de higiene pelos manipuladores nos
estabelecimentos fabricantes dessas amostras, ja quanto as contagens de Salmonella sp
foram encontradas células vegetativas viaveis apenas para linguica . Nesta pesquisa foi
encontrado contagem de NMP de coliformes a 45 °© C no 31° dias de estocagem da
salsicha coberta com filme de polietileno. Assim haja vista que as salsichas em
embalagens de polietileno cobertas com filme plastico vendidas nos supermercados tem
prazo de valide de até 10 dias, e que as salsichas cobertas com filme de quitosana
apresentaram contagem apenas no 30° dia sob estocagem, denota um aumento na vida
de prateleira da salsicha coberta com filme de quitosana. No entanto nas amostras
controle observou-se crescimento de coldnias que indica presencga de fungos, avaliados
a olho nu, para o experimento realizado apés 14 dias de armazenamento, 0 mesmo néo
foi encontrado nas amostras cobertas com o filme de quitosana indicando que 0 mesmo
atuou como barreira ao crescimento destes microrganismos, ainda que a legislagéo

vigente ndo preconize a analise de fungos para salsichas de acordo com a RDC 12/2001.
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A- Filme pléastico no 21° dia B-Filme plastico no 30° dia

Y iy \

D- Filme quitosana no 30° dia

i‘
1 "

Figura 1 -A , B, C e D : Salsicha tipo hot dog cobertas com filme plastico de
polietileno e filme de quitosana no 21° e 30° de estocagem .

Tabela 1. Analise microbiol6gica para salsichas mistas cobertas com filme de
quitosana acrescido de fumaca liquida a 5%.

Analise
Salsicha antes das embalagens Salsicha coberta filme quitosana
Coliformes a45°C  Max 10°/g 7 dias 14 dias 21dias 30 dias
0.0 0,0 0,0 1,1x10°
Staphylococcus coagulase positiva
2 3
Méx. 3x10°/g 0,0 0.0 0.0 0.0
Clostridium sulfito redutor
z 2

Maéx. 5x10°/g 0,0 0.0 0.0 0.0

Salmonella sp Auséncia * * * *

*Indica resultado igual ao controle
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Atividade antimicrobiana dos biofilmes- técnica de difusdo em agar

Os resultados obtidos do teste da eficAcia do biofilme frente a col6nias
inoculadas no meio de cultivo reduziram carga microbiana apenas de Escherichia coli
formando halo de inibigéo, tanto para os filmes sem plastificante quanto para do filme

com plastificante, Figura 2 e 3 pag. 53.

Embalagens arométicas constituem um tipo de embalagem ativa que melhora a
aceitacdo sensorial de um determinado produto, além de minimizar o fendémeno
denominado de “scalping” a sorcdo de aromas nos alimentos pelos materiais

poliméricos das embalagens (SOARES et al., 2009).

Nesta pesquisa buscou-se avaliar se a adi¢do da fumaca liquida nos biolfilme de
quitosana com ou sem plastificante apresentaria potencial antimicrobiano. Altiok,
Altiok e Tilhminliogu (2010) ao analisar a ag&o antibacterianas contra Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Pseudomona aeruginosa e Staphylococcus aureus em biofilmes
de quitosana acrescido de 6leo de tomilho, observaram acdo antimicrobiana contra todos
0S microrganismos testados, tendo ocorrido halo de inibicdo apenas contra Escherichia
coli, nesta pesquisa. Botre et. al. (2010) pesquisaram a incorporacdo de 6leo essencial
de orégano em filmes biodegradaveis e verificou aparecimento de halos de inibicdo de
Staphylococcus aureus e Penicillum spp, portanto para os dois trabalhos supra citados
ambos os autores creditam a atividade antimicrobiana de seus filmes a adi¢do dos 6leos
esséncias por possuirem  compostos como carvaerol e timol que tem acdo
desestabilizadora de membrana e alteram o pH homeostaticos das células microbianas.
Contudo mesmo os filmes de quitosana acrescidos de fumaca liquida ndo possuindo
estes compostos, a adicdo da fumaca gerou halo de inibicdo leve contra Escherichia
coli, bactéria ligada a determinados surtos alimentares, e como a fumaca liquida atua
como composto aromatico amplamente aceito e que melhora caracteristicas
organolépticas dos produtos sua adi¢do e utilizagdo como composto antimicrobiano,
poder ser utilizada com objetivo de desempenhar tanto a fungdo antimicrobiana como a
funcdo aromatizante. Esta também foi verificado por Paulino et al. (2008) ao
acrescentar fumaga liquida nas concentragOes de 15 e 30% impedindo a formacdo de

microbiota no produto.

Araujo et al. (2012) utilizaram filme biodegradavel de amido na conservagéo de

alface e afirmaram que o fato do filme ser feito de amido pode estar relacionado a
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preservacdo das folhas de alface. De acordo com Ciacco e Cruz (1982), a maioria dos
amidos possui em sua composi¢do 20-30% de amilose e 70-80% amilopectina, arranjo
estrutural que favorece a formacao de &reas cristalinas. Essas areas cristalinas permitem
manter a estrutura dos granulos além de controlar o seu comportamento na agua e 0s
tornam relativamente resistentes as acGes enzimaticas e quimicas. Estes resultados
demonstram que o efeito inibitério do composto bioativo pode também estar associado
com a macromolécula utilizada na fabricacdo do biofilme (CHEN et al. 2010). H&
quitosana outro exemplo polissacarideo também ¢ atribuido acdo inibitoria, portanto,
tentou-se nesse trabalho verificar a interacdo da matriz polimérica da quitosana, com o
aromatizante na formacdo de halos de inibicdo contra Escherichia coli ativa,
Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus, entretanto a Unica interacdo da
matriz polimérica da quitosana, com a fumaca liquida que produziu efeito inibidor ficou

restrito a um unico organismo.

Filmes de quitosana com funcdo antimicrobiana como foi utilizado nesta
pesquisa pode ter sua acdo antimicrobianas relacionada com as interacdes eletrostaticas
entre 0s grupos aminas da quitosana e os sitios anidnicos na parece celular do
microrganismo com a estrutura polimérica durante o processo de elaboracdo dos filmes
(LIMAN et al.,2011). Para Moraes et al. (2011), ao pesquisarem filmes antimicrobianos
com aroma de pizza, encontraram halo de inibicdo contra Penicillium sp utilizando o
acido sorbico como antimicrobiano. Esse autor relata ainda que quanto maior a
propor¢cdo do &cido e aroma acrescido, melhores resultados na formacgdo do halo,
provavelmente devido a abertura da cadeia polimérica promovida pelo aroma (GOMES
et al., 2010).

Contudo mesmo os halos formados nesta pesquisa sendo relativamente
pequenos, a fumaca pode ter atuado como composto de baixo peso molecular tal como
os plastificantes utilizados na elaboracdo de varios tipos de biofilme, favorecendo as

ligagBes entre os polimeros e o0 agente antimicrobiano aqui utilizado.
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Figura 2: Teste de halo de inibig&o de Escherichia coli para biofilme de quitosana sem
plastificante

Figura 3: Teste de halo de inibi¢do de Escherichia coli para biofilme de quitosana com
plastificante.
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CONCLUSAO

As amostras de salsichas cobertas com filme de poliestireno e filme
biodegradavel de quitosana acrescido de fumaca liquida apresentaram-se em boas
condigdes sanitarias durante os 30 dias de acondicionamento sob refrigeracdo, havendo
crescimento de 1,1 x 10° para Coliformes a 45 °C no que diz respeito a RDC 12/2001.
Filmes contendo quitosana e fumaca liquida com e sem plastificante apresentaram
inibicdo de crescimento frente a Escherichia coli. Demonstrando que a utilizacdo da
quitosana pode ser potencializada como agente de seguranca microbiol6gica e que
quando acrescida de aromatizante melhora também sua acdo para os filmes com e sem
plastificante. Portanto, os resultados encontrados apontam como preconiza a literatura o
potencial antimicrobiano do uso de quitosana e que a adicdo de fumaca liquida pode ser
empregada na elaboracdo de embalagens aromatizadas sem prejuizo ao produto
elaborado.
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9.2 ARTIGO 3

*Escrito segundo normas da revista: Ciéncia e Tecnologia de Alimentos

Avaliacéo sensorial de salsichas cobertas com biofilmes de quitosana acrescidos de
aromatizantes (Fumaca liquida).

RESUMO

O trabalhou teve como objetivo avaliar as propriedades sensoriais de salsichas
embaladas com trés tipos de filme biodegradavel de quitosana extraidos do
exoesqueleto do camardo marinho Litopenaeus vannamei, diferenciadas pela adi¢éo de
fumaga liquida nas concentragfes de 5%, 7% e 10%. Uma escala hedbnica de nove
pontos foi empregada para analise de diferenca de controle e os testes de aceitacdo
foram analisados pela metodologia de Mapa de Preferéncia Interno (MEDPRF). Os
resultados indicaram que houve diferenca significativa entre o controle, filme
convencional de polietileno e os filmes biodegradavel de quitosana acrescidos de
fumaca. Pelo Mapa de Preferéncia observou-se que as salsichas recobertas com filme
contendo fumaca liquida nas concentracfes de 5% e 7%, ndo diferencas estatisticas
obteve para os atributos: Aparéncia, Aroma, Sabor, Textura e Aceitacdo global na
adicéo teores de adicdo de fumaca, quando comparados com a amostra controle e 10°%
de fumagca.

PALAVRAS-CHAVE: Analise multivariada, Embalagem biodegradavel, Residuo
exoesqueleto camardo marinho Litopenaeus vannamei.

ABSTRACT

The article was to evaluate the sensory properties of sausages packed with three kinds of
biodegradable film from chitosan extracted from the exoskeleton of marine shrimp
Litopenaeus vannamei , differentiated by the addition of liquid smoke in concentrations
of 5%, 7 % and 10 % . A nine-point hedonic scale was used to analyze the difference
of control and acceptance testing were assessed using internal preference mapping (
MEDPRF ) . The results indicated a significant difference between the control |,
conventional polyethylene film and biodegradable chitosan film plus smoke. By
Preference Mapping revealed that the coated film containing sausages with liquid
smoke in concentrations of 5 % and 7 % , no differences Statistics obtained for the
attributes : Appearance , Aroma , Taste , texture and overall acceptance levels in the
addition of adding smoke compared to the control sample and 10 % " smoke .

KEY-WORDS: Multivariate analysis, Biodegradable Packaging, Waste exoskeleton
marine shrimp Litopenaeus vannamei.
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1 INTRODUCAO

Na atualidade a producdo brasileira de camardo marinho esta voltada
principalmente para o mercado interno, que prefere o produto descabecado e
descascado. A preferéncia dos consumidores pelo filé de camardo produz uma
quantidade relevante de residuos do processamento, gerando graves problemas
ambientais (FOGACA, 2009), promovendo uma das principais preocupacfes da
industria de alimentos que € encontrar formas de aproveitamento dos residuos gerados,
que sejam revertidos em beneficios financeiros para a inddstria e que possam minimizar
0 impacto ambiental ou até mesmo evita-lo (FELTS et al., 2010).

Na busca de tecnologias que possam utilizar os residuos agroindustriais, 0
emprego de polimeros naturais na formacdo de embalagens flexiveis tem sido alvo de
constantes pesquisas, com 0 objetivo da substituicdo parcial dos polimeros sintéticos
empregados para embalagem dos alimentos, como por exemplo o uso de poliestireno,
por embalagens que tenham um cunho biodegradavel. Portanto, as tentativas de lidar
com o lixo gerado fez surgir o interesse pela caracterizacdo de filmes biodegradaveis a
base de macromoléculas naturais de fontes como proteinas de soro de leite, gelatina,
amido de mandioca, proteina de soja, pectina e quitosana (MARCIEL; FRANCO;
YOSHIDA, 2012). Dentre os compostos pesquisados para elaboracdo de filmes
biodegradaveis, os polissacarideos tém sido avaliados como uma alternativa
consideravelmente econémica e eficiente para este fim, com a quitosana como 0
sacarideo mais pesquisado, e utilizada com sucesso em uma grande gama de aplicacdes
nas areas da industria quimica, farmacéutica e de alimentos, em virtude deste polimero
poder formar facilmente filmes e membranas, podendo ser utilizada como envoltério
protetor de alimentos (ASSIS, 2008).

Nos Ultimos anos a pesquisa por embalagens que sejam além de biodegradaveis,
detentoras de outras fungbes benéficas aos alimentos, tem sido ampliada, com &
perspectiva de interagdo com o produto acondicionado e proporcionando melhorais nas
suas caracteristicas sensoriais (SANTANA et. al, 2013). Filmes ativos com funcéo
aromatizante tem sido pesquisados propostos, principalmente por que além da acéo
protetora aos alimentos, eles também tem acdo conservante, sendo capazes de reduzir,
inibir ou retardar o crescimento da microbiota contaminante, principalmente na

superficie do alimento embalado, onde a maior parte das reacdes de deterioragdo ocorre,
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podem adicionar caracteristicas aromaticas ao alimento. Dai o0 aroma aparece como
uma propriedade sensorial importante bem como torna-se um dos principais critérios de
aceitacdo pelo consumidor ( MORAES et. al.,2011).

Diante do exposto, 0 sucesso do alimento no mercado depende do seu
desempenho mediante a aceitacdo do consumidor aos alimentos produzidos podendo a
embalagem atuar como uma ferramenta neste processo sendo ela ativa e aromatizada.
Assim o objetivo da presente pesquisa foi desenvolver uma embalagem biodegradével a
partir da quitosana extraida da carapaca de camardes marinhos acrescida de fumaca
liqguida e verificar a aceitagdo de salsichas cobertas com essa embalagem pelos

consumidores estudados.

2 METODOS
2.1 Elaboracao dos biofilmes de quitosana acrescido de fumaca liquida

A quitosana utilizada na producdo dos filmes foi obtida no processo de
desacetilacdo da quitina extraida das carapacas do camardo marinho Litopenaeus
vannamei, seguindo respectivamente as etapas: a) desmineralizacao, b) desproteinizacéo
c) desodorizagdo d) transformacdo da quitina em quitosana conforme o procedimento
descrito por Assis e Britto (2008), e seca em temperatura ambiente. A solucdo
filmogénica para elaboracdo do biofilme de quitosana foi preparada por dissolucédo e
homogeneizacdo de 2g de quitosana e homogeneizada com 100 mL de &cido acético a
1% e 4&cido citrico a 1%, formando uma solucdo de 20 mg/mL. A solucdo foi
submetida a agitacdo por 24 horas para obter o gel de quitosana, seguindo a
metodologia descrita por Assis (2009) para entdo ser adicionada de fumaca liquida a
5%, 7% e 10%, permanecendo por mais uma hora de agitacdo, sendo representadas
respectivamente como formulagdo, 2, 3 e 4 e tendo como formulagdo 1 a amostra
controle com embalagem tradicional (filme polietileno). Posteriormente, a solucéo foi
adicionada em formas de teflon com medidas externas de 20 x 31 x 4 cm e medidas
internas de 18 x 27 x 3,5 cm, colocados em estufa a aproximadamente 35 °C, para
obtencdo dos filmes a serem utilizados na cobertura de salsichas de acordo com a
técnica de casting descrita em Gongalves e Prentice-Hernandez (1998). Foram testados

filmes de quitosana com e sem adigéo de plastificante.
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2.2 Preparo das amostras

Os produtos utilizados para serem acondicionadas pela embalagem de
quitosana acrescida de fumaca foram comprados a granel em comercio local no
municipio de Jodo Pessoa, Paraiba, Brasil, e embaladas com biofilme de quitosana por
cincos dias a temperatura de refrigeracdo de 7 °C, para serem ofertadas aos
consumidores apds passarem por analise microbioldgica segundo a RDC n°12 de
Janeiro de 2001 para garantia da seguranga higiénico-sanitaria. Quanto ao teor quimico
as amostras foram avaliadas os teores de proteina, carboidratos, lipideos e residuo
mineral fixo, seguindo a metodologia preconizada pelo Instituto Adolfo Lutz (SAO
PAULO, 2008), para entdo serem analisadas sensorialmente quanto os efeitos do

biofilme nas salsichas.

2.3 Avaliag0es sensorial

A avaliacdo sensorial da aceitabilidade das amostras cobertas com o biofilme
de quitosana foi realizada por 96 consumidores. Os consumidores avaliaram a aceitagéo
global das salsichas cobertas com embalagem de quitosana nas concentracOes testadas
de 5,%, 7% e 10%, utilizando a escala heddnica de nove pontos. O teste foi realizado no
Laboratorio de Analise Sensorial do Centro de Tecnologia da UFPB, onde as amostras
foram avaliadas, na mesma secéo por cada consumidor. As amostras foram servidas de
forma monédica, em copos descartaveis de 50 mL, codificadas com nimeros aleatorios
de trés digitos. Com a finalidade de analisar os niveis de aceitacdo e intencdo de compra

quanto as salsichas cobertas por biofilme aromatizado com fumaca liquida.

2.4 Andlises estatisticas

Os dados referentes a aceitacdo das quatro formulagGes da embalagem de
quitosana foram primeiramente submetidos a uma analise de variancia (ANOVA) e ao
teste de Tukey a 5% de probabilidade, em relacdo as médias obtidas para as notas
quanto do efeito da adicdo de fumaca liquida e analises de intencdo de compra. Foram
realizados tambeém testes de diferenca do controle, para as salsichas embaladas em
biofilme sem adicdo de fumaca (amostra-controle) e as salsichas embaladas nos filmes
nas concentracbes de 5%, 7% e 10% quanto ao teste de médias de Dunnett
(CAVALCANTE; MORAIS; RODRIGUES 2009). Para obtencdo do Mapa de

Preferéncia Interno ou Analise de Preferencia Multidimensional (MDPREF), os dados
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de aceitacdo (teste do consumidor) foram organizados em matriz em linhas e
consumidores (em colunas), e esta submetida a analise de componentes principais
(ACP), (SALES et. al., 2008). Utilizando o programa Grafpad Prisma versao prisma

seis.

3 Resultados e discussao
3.1 Analises microbiolégicas e composicéo centesimal das salsichas tipo hot dog

As amostras de salsicha cobertas com biofilme de quitosana acrescido de fumaga
foram analisadas segundo os métodos do Instituto Adolf Lutz (SAO PAULO, 2008),
apresentando teores de proteinas, lipideos, carboidratos e residuo mineral fixo, antes do
acondicionamento e depois do acondicionamento respectivamente de: 12,33% e
12,75%; 20,93% e 20,38%; 2,66% e 2,53%; 0,97 % a 0,92%. Estando estes dados
de acordo com a Instrugdo normativa n° 4 de 31 de Marco de 2000, que estabelece os
valores para composicdo nutricional para salsichas. Todas as salsichas também
estiveram adequadas, quanto as analises de determinacGes de contagem total de
Coliformes a 45 °C, Staphylococcus coagulase positiva, Clostridium sulfito redutor e
Salmonella sp., seguindo a metodologia da APHA (2001) utilizando-se como padréo

para a qualidade higiénico-sanitaria a Resolugdo da ANVISA n° 12 de janeiro de 2001.

3.2 Aceitabilidade sensorial

3.2.2 Testes de aceitacgdo utilizando escala hedonica

As médias obtidas para cada tratamento estdo apresentadas na Tabela 1.
Observa-se que as maiores medias dos provadores foram para as salsichas cobertas com
biofilme de quitosana a 5% e 7%, que diferiu estatisticamente das amostras controle,
apenas quanto aos atributos de aparéncia, sabor e aceitacdo global, pode-se verificar
esses dados ao visualizar a frequéncia acumulada por grau de satisfacdo dos provadores
em relacdo as amostras cobertas com biofilme em relacdo as faixas de aceitacdo,
neutralidade e rejeicdo em relacdo aos atributos testados. Com percentuais entre 40 e
89.1% para o indice de aceitacdo com notas entre 6 e 9, que vao do gostei ligeiramente
ao gostei extremamente, bem como podemos inferir que o filme de quitosana com 10%
de fumaca liquida obteve o maior indice de rejeicdo com notas situada entre 1 e 4 na

escala hedbnica sendo respectivamente as notas para desgostei extremamente a
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desgostei ligeiramente, ressaltando a melhor aceitacdo das outras formulacfes testadas
(Tabela 2).

Tabela 1. Médiana por atributo para diferentes amostras de salsichas cobertas
com biofilme de quitosana acrescido de fumaca liquida

Controle Biofilme 5% Biofilme 7% Biofilme 10%
Atributos  Median Min/ Mediana Min/ Mediana Min./ Mediana Min/ P
a Méx Max Méx Max  valor

Aparéncia 7° 2-9 g 1-9 g 1-9 7° 1-9  P=0,0001
Aroma 78 1-9 78 2-9 82 1-9 78 1-9 P=0,1351
Sabor 72 1-9 8? 2-9 8?2 1-9 72 1-9 P=0,1159
Textura 8?2 2-9 8? 2-9 8?2 1-9 7° 1-9 P=0,3910
Aceitacéo 72 1-9 8? 1-9 8?2 1-9 7° 1-9

global P=0,0593

As médias seguidas de letras distintas diferem entre si pelo teste de Krull-Wallis

Tabela 2: Frequéncia percentual acumulada por atributo do grau de satisfacdo dos
provadores em relacdo as amostras de salsicha cobertas com biofilme

Aceitacdo (6-9) Indiferenca (5) Rejeicdo (1-4)

Atributos C 5% 7% 10% C 5% 7% 10% C 5% 7% 10%

Aparéncia
77,0 89,5 70 15 10,4 3,12 20 70 12,5 7,3 10 15

Aroma 64,5 40 70 15 12,5 15 20 70 22,9 45 10 15

Sabor 75 40 70 15 5,21 40 20 70 5,21 20 20 70
Textura 79,1 40 70 15 7,29 40 20 70 13,5 20 10 15
Aceitagdo 20

Global 726 40 70 15 84 40 20 70 185 20 10 15

3.2.2 Teste de diferenca de controle

O teste de diferenca de controle foi aplicado para verificar se as amostras de
salsichas cobertas com o biofilme de quitosana acrescidos de fumaca diferiram
significativamente entre si e das amostras-controle (biofilme sem fumacga) em termos
globais. Os resultados, avaliados por de andlise de variancia e teste de médias de Dunett
para o atributo aceitacdo global foram realizados segundo Cavalcante, (2009),
demonstrando que todas as embalagens foram estatisticamente diferentes em relacéo a
amostra controle (biofilme sem fumaca). Camel et al. (2012), pesquisando a influéncia
de extrato de erva-mate como agente antioxidante em frangos assados e reagquecidos néo
encontraram diferenca estatistica entre o controle sem condimento e com adi¢do de
condimentos nas amostras analisadas. Ja Cirolini (2010) pesquisou a adi¢do de culturas
iniciadora nativa na elaboracdo salame tipo Italiano, encontrando diferencas

significativas para os atributos, cor, sabor e odor entre o controle com culturas

10
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iniciadoras comerciais e adicdo culturas isoladas. Esta pesquisa também encontrou
diferencas avaliando a amostra-controle (sem adicdo de fumaca) e diferentes
concentragdes de fumaca liquida, demonstrando que a adicdo de fumaca liquida a
embalagem biodegradavel de quitosana modifica a percepc¢do dos consumidores quanto
a aceitacdo global de salsichas embaladas com biofilme adicionado de fumaca

independente de qual seja a concentracdo empregada (Tabela 3).

Tabela 3. Teste de diferenca de controle das amostras de salsichas cobertas com

biofilme de quitosana acrescido de fumaca liquida
Médias Gerais
Controle 5% [7% [ 10%

Controle vs 5% | 2.917'+0.28

Controle vs 7% | 3.4277+0.33 | 644" 726" 688

Controle vs 10% | 3.590'+0.35

Médias com letras iguais na mesma coluna néo diferem entre si (p<0.05)

3.2.3 Mapa de preferéncia para salsichas cobertas com biofilme de quitosana
acrescida de fumaca
Com os dados obtidos no teste de aceitacdo das trés formulacdes testadas e o
controle sem adicdo de fumaca para as embalagens de quitosana, foram realizadas as
analises do Mapa de Preferéncia Interno (MDPREF) (figuras: 1 ). Segundo Sales et. al.
(2008), os métodos tradicionais de analise de testes de aceitacdo possuem algumas
limitacBes, por que ao empregar esses testes sdo usados analise de variancia e testes de
comparacao de média, onde se assume que todos 0s consumidores possuem 0 mesmo
comportamento, com isso se torna importante empregar um método que analise
individualizando cada consumidor e para isto devemos empregar a andlise de
(MDPREF). O Mapa de Preferéncia Interno foi realizado para os atributos aparéncia,
aroma, sabor e textura para avaliar salsichas cobertas com biofilme de quitosana no
controle (sem adicdo de fumaca) e biofilme com 5, 7 e 10%, por meio de analise do
primeiro componente principal e segundo para cada um dos atributos testados.
Para o atributo aparéncia (Figura 1-A) os dados obtidos pelos dois
primeiros componentes principais explicam 79,3% da variacdo de dados, sendo que o
componente principal 1 (PC1) explicando 45,14% e o componente 2 (PC2) 34,18% dos
dados. Na avaliacdo deste atributo foram encontrados trés grupos distintos, com as
formulagGes de 5 e 7% ndo apresentando pelos consumidores uma diferenciacdo quanto
a adicdo de fumaca liquida nas embalagens que viessem a faze-los discernir entre uma

formulacéo e outra, quanto comparadas com a embalagem acrescida de 10% de fumaca
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liquida e o grupo controle sem adi¢cdo de fumagca, para as embalagem que recobriram as
salsichas.

Para o atributo aroma (Figura 1-B) pode-se constatar a separacdo de trés
grupos distintos, para as quatro formulacGes de biofilmes de quitosana testados,
sugerindo a existéncia de diferenciacdo na aceitacdo entre as salsichas recobertas com
os biofilmes, havendo uma ligeira separacdo para as formulagdes 2 e 3, podendo fazer-
nos dizer que os consumidores encontraram-se dispersos nos quatro quadrantes,
ocorrendo aceitacdo e diferenca estatistica para as quatro formulagbes com fumaca
adicionadas aos biofilmes de quitosana.

A Figura 1C representa 0 mapa de preferéncia para o atributo sabor, com o PC1
explicando 47,75% e o PC2 33,5% da variacdo dos dados entre as quatro adi¢bes de
fumaca para os biofilmes testados para recobrimento. Para este atributo foi observada a
separacdo espacial entre as quatro formulac6es, com as formulacdes 1 e 4 sugerindo a
existéncia de diferenciacdo na aceitacdo das salsichas cobertas com biofilme de
quitosana, ja para as formulagdes 2 e 3 por estarem posicionadas nas regifes centrais do
grafico, ndo apresentaram correlacGes estatisticas significativas, logo podemos inferir
gue os consumidores ndo diferenciaram as amostras em relacéo ao atributo testado.

Realizando uma analise global do Mapa de Preferéncia individual obtido pelos
dados de aceitacdo, nota-se que as formulacOes de 5 e 7% foram preferidas pelos
consumidores, mesmo quando estatisticamente ndo foi comprovada a separacdo destas.
Pelos resultados apresentados tanto no MDPREF, quanto nas médias por atributo
conclui-se que os consumidores optaram por estas formulagdes nas embalagens testadas

para reaproveitamento de residuos da Carcinicultura.
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Figura 1: Dispersdo das amostras de salsicha cobertas com biofilme de quitosana acrescido de
fumaca liquida: (1) filmes controle sem fumaga; (2) com 5% de fumaca; (3) 7% de fumaga e (4)
10% de fumaca, em relacéo aos atributos sensoriais avaliados.
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4- Conclusao

A adicdo de fumaca liquida em diferentes concentracfes em biofilmes de
quitosana para encobrimento de salsichas, apresentou-se como uma indicacdo para
aproveitamento dos residuos da carcinicultura quanto a utilizacdo dos residuos
provenientes da filetagem do camardo marinho Litopenaeus vannamei, e mostrou que
em relacdo a aceitacdo aos atributos sensoriais avaliados a confeccdo do biofilme de
quitosana acrescido de fumaca torna-se adequada para industrializacdo, mesmo para

aquelas formulac6es que ndo obtiveram Gtimas notas na aceitacdo sensorial.
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10 CONCLUSAO GERAL

Os resultados desta pesquisa indicam o potencial para elaboracdo de
filmes biodegradaveis produzidos a partir do polimero de quitosana extraidos do
camardo marinho Litopenaus vannamei como forma de aproveitamento dos residuos
gerados durante as etapas de descasque e descabecamento. Os testes de caracterizagdo
da quitosana e os experimentos quanto as propriedades mecéanicas do filme atenderam a
literatura.

Os filmes contendo quitosana e fumaca liquida com e sem plastificante
apresentaram inibicdo de crescimento frente & um Unico micro-organismo Escherichia
coli. Demonstrando que a utilizagcdo da quitosana pode ser potencializada como agente
de seguranca microbiologica para as embalagens biodegradaveis com e sem
plastificante e carece de mais investigacdes. Portanto, os resultados encontrados
apontam como preconiza a literatura o potencial antimicrobiano do uso de quitosana e
que a adicdo de fumaca liquida pode ser empregada na elaboracdo de embalagens
aromatizadas sem prejuizo ao produto elaborado, adicionando o mesmo de valor
agregado.

A adicdo de fumaca liquida em diferentes concentragdes em filmes
biodegradaveis de quitosana para encobrimento de salsichas, apresentou-se como uma
indicacdo para aproveitamento dos residuos da carcinicultura, mostrando que em
relacdo a aceitacdo aos atributos sensoriais avaliados a confeccdo do biofilme de
quitosana acrescido de fumaca torna-se adequada para industrializacdo, mesmo para

aquelas formulagfes que ndo obtiveram étimas notas na aceitacao sensorial.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Prezado (a) Senhor (a),

Esta Pesquisa é sobre Avaliacédo sensorial de salsichas cobertas com biolfilme de
quitosana acrescido de fumaca liquida e estd sendo desenvolvida pela pesquisadora
Michelle Rayssa Pereira de Melo aluna de doutorado do Curso de Pos-graduacdo em
Ciéncias e Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal da Paraiba, sob a
orientacé@o do Professor Dr Jodo Andrade da Silva.

Os objetivos do estudo sdo desenvolver biofilmes de quitosana a partir de
residuos da carcinicultura adicionados de fumagca liquida, para aplicacdo em produtos
carneos (salsicha tipo hot dog), avaliados através da analise sensorial pelo teste de
aceitacdo dos produtos embalados. A carcinicultura, ou seja, o cultivo de camardes
marinhos vem ratificando avancos significativos no cenario nacional, e comercializa o
produto principalmente descabecado e descascado, 0 que gera um grande aumento na
producdo de residuos desse beneficiamento na forma de cefalotdrax, segmentos
abdominais e carapagcas, portanto, através do aproveitamento dos residuos gerados, este
trabalho tem como foco diminuir o impacto ambiental possa ser minimizado ou até
evitado, bem como avaliar a aceita¢do dos provadores quanto a producdo de embalagens
aromatizadas e como estes produtos podem contribuir para elaboracdo de novas
tecnologias dentro da industria de alimentos.

Solicitamos a sua colaboracdo para responder a uma Ficha de avaliacdo
sensorial com objetivo de avaliar: Aparéncia, Aroma, Sabor, Textura e Aceitagédo
Global, como também sua autorizacdo para apresentar os resultados deste estudo em
eventos da area de nutricdo e publicar em revista cientifica. Por ocasido da publicacdo
dos resultados, seu nome serd mantido em sigilo. Informamos que essa pesquisa ndo
oferece riscos, previsiveis, para sua saude. Ndo havendo riscos ou desconfortos a sua
salde, salvo para aqueles alérgicos a produtos ricos em proteina ou aditivos quimicos
na forma de corantes

Esclarecemos que sua participacdo no estudo é voluntaria e, portanto, o (a)
senhor (a) ndo é obrigado (a) a fornecer as informacdes e/ou colaborar com as
atividades solicitadas pelo Pesquisador (a). Caso decida ndo participar do estudo, ou
resolver a qualquer momento desistir do mesmo, ndo sofrera nenhum dano.

O pesquisador estara a sua disposicdo para qualquer esclarecido (a) e dou 0 meu
consentimento para participar da pesquisa e para publicacdo dos resultados. Estou ciente
que receberei uma copia desse documento.

Assinatura do Participante da Pesquisa

Assinatura do Pesquisador Responsavel



71

UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA
CENTRO DE TECNOLOGIA
PROGRAMA DE POS-GRADUA(}AO EM CIENCIA E TECNOLOGIA DE
ALIMENTOS
Nome:
Escolaridade:

TESTE DE AVALIACAO SENSORIAL DE SALSICHAS COBERTAS COM
BIOFILME ACRESCIDO DE FUMACA LIQUIDA.

Por favor, avalie a amostra de salsicha tipo hot dog de acordo com as caracteristicas
citadas, usando a escala abaixo, indicando o quanto vocé gostou ou desgostou das
amostras:

Caracteristicas

Aparéncia
Aroma

Sabor

Textura
Aceitacdo global

(9) gostei extremamente

(8) gostei muito

(7) gostei moderadamente

(6) gostei ligeiramente

(5) nem gostei / nem desgostei
(4) desgostei ligeiramente

(3) desgostei moderadamente
(2) desgostei muito

(1) desgostei extremamente

Intencdo de Compra

Amostras | Avaliacao

(5) Sempre compraria

(4) Provavelmente compraria

(3) Talvez comprasse/ Talvez ndo comprasse
(2) Provavelmente ndo compraria

(1) Nunca compraria



