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Resumo

Hoje em dia, a indUstria do pescado enfrenta muitos desafios e oportunidades, uma
vez que o peixe é um alimento extremamente perecivel em comparacdo com outros
produtos. Por outro lado, este setor gera uma elevada quantidade de subprodutos, das
operacdes tradicionais de filetagem ou de corte em postas. O aproveitamento desses
subprodutos assume assim uma importancia muito grande, pois minimiza os problemas
de producdo e custo unitario das matérias-primas. A maior justificacao, porém é de ordem
nutricional, pois 0s subprodutos sdo uma fonte de nutrientes de baixo custo. Estes
subprodutos ou partes subvalorizadas sdo ricos em proteinas de alto valor bioldgico e
ricos em acidos gordos polinsaturados da série 6mega 3. Acrescenta ainda a presente
conjetura econdmica, desfavoravel as empresas do ramo alimentar portuguesas,
principalmente as empresas de pescado (devido ao aumento progressivo no preco da
matéria-prima) e, urge assim, valorizar os subprodutos e aumentar o tempo de vida util
do pescado fresco, no sentido de revitalizar o mercado.

A utilizacdo de revestimentos comestiveis € um método promissor que permite
proteger a qualidade dos produtos da pesca, aumentando o tempo de prateleira, sem
comprometer a frescura.

O objetivo principal deste trabalho foi avaliar o efeito da aplicagdo de
revestimentos a base de gelatina de pele de atum (Thunnus obesus) (5%) com
incorporacdo de extrato de algas (Codium spp e Fucus vesiculosus) (1%) na qualidade
fisico-quimica e microbioldgica de atum fresco, durante o armazenamento (12 dias a
4°C).

Foram desenvolvidas trés solucbes de revestimento & base de gelatina extraida de
peles de atum (G), com ou sem incorporacdo de extratos de macroalgas (Codium spp (GC)
e Fucus vesiculosus (GF)). O método de extragdo de gelatina a partir de peles de atum foi
selecionado com base no rendimento do processo. Os revestimentos foram aplicados por
aspersao aos lombos de atum fresco. Ao longo de 12 dias de armazenamento a 4 + 1°C
foram efetuadas varias analises fisicas e quimicas as postas de atum para poder avaliar o
efeito dos revestimentos na manutengdo da qualidade do produto.

O trabalho realizado demonstrou que a metodologia de extracao utilizada permite
obter um rendimento na ordem dos 29%.

Os revestimentos desenvolvidos juntamente com uma temperatura de

armazenamento de 4 °C mostram ser a boa opg¢ao para manter os parametros de tempo de
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prateleira do atum durante 12 dias. O teor de azoto bésico volatil e 0 nimero total de
microrganismos apresentam valores inferiores aos limites maximos recomendados, a cor
vermelha mantém-se durante mais dias e o valor de pH mantém-se inferior ao controlo
para as amostras com revestimento ao fim dos 12 dias.

Em suma, a utilizacdo de revestimentos a base de gelatina de peles de atum pode
ser uma boa opcdo para prolongar o tempo de prateleira do atum refrigerado. Por outro
lado, o aproveitamento dos subprodutos comestiveis das operacdes de transformacédo do
atum assume uma importancia muito grande, pois minimiza os problemas de producéo e

custo unitario das matérias-primas.

Palavras-chave: gelatina de peles de atum, revestimentos comestivel, atum

fresco, tempo de prateleira, extrato de algas



Abstract

Nowadays, fish industry faces many challenges and opportunities, given that fish
is an extremely perishable food compared to other products. On the other hand, this
industry generates a high quantity of by-products, on filleting or slicing traditional
operations. The use of these by-products thus assumes great importance because it
minimizes the problems of production and unit cost of the raw materials. The biggest
justification however is of nutritional order, once by-products are sources of low cost
nutrients. These by-products or undervalued parts are rich in proteins of high biological
value and polyunsaturated fat acids of the omega-3 series. It adds to the current economic
conjecture, unfavorable to the Portuguese food sector companies, mainly to fish
companies (due to the progressive price increase of raw materials), and urges thus to
valuing the fish by-products and increase fresh fish shelf life, in order to revitalize the
market.

The use of edible coatings is a promising method for protecting the quality of
fishery products, increasing the shelf life, without compromising freshness.

The main aim of this study was to evaluate the effect of the application of gelatin-
based tuna skin coatings (Thunnus obesus) (5%) with incorporation of macroalgae
extracts (Codium spp and Fucus vesiculosus) (1%) on physico-chemical quality and
microbiological of fresh tuna, during storage (12 days at 4 ° C).

Three coating solutions were developed, based on gelatin extracted from tuna skin
(G), with addition or not of macroalgae extracts (Codium spp (CG) and Fucus vesiculosus
(GF)). The gelatin extraction method from tuna skin was selected based on the yield of
the process. Coatings were applied by spraying the fresh tuna fillets. During 12 days of
storage at 4+1°C were performed several physical and chemical analyzes of the tuna
fillets to assess the effect of the coatings in maintaining product quality.

The study showed that the extraction methodology gives a yield in the order of
29%.

The application of the developed coatings, on a storage temperature of 4 ° C,
proved to be a good option for keeping tuna shelf life parameters for 12 days. The volatile
basic nitrogen content and total number of microorganisms presents values were below
the recommended maximum limits, the red color is maintained for longer and the pH

value is maintained below the control for the samples coated after the 12 days.
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In conclusion, the use of gelatin-based tuna skins coatings may be a good option
to extend fresh tuna shelf life. On the other hand, the use of by-products of tuna processing
operations is of great importance because it minimizes production problems and unit cost

of raw materials.

Keywords: Tuna skin gelatin, edible coatings, fresh tuna, shelf life, algae extract
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1. Introducéo

1.1 Setor das pescas e consumo de pescado

Desde h& muito anos que o pescado faz parte da dieta alimentar de muitas regides
do mundo. Relativamente a Portugal este esteve sempre presente na alimentacédo da
populacdo, muito devido a localizacdo geografica onde se encontra, junto ao Oceano
Atlantico, sendo este tradicionalmente consumido fresco, seco, salgado ou fumado
(Fernandes, 2012).

Em 2011 o consumo de peixe em Portugal foi de 56,8 kg/per capita, ficando em
terceiro lugar a nivel mundial e em primeiro na Unido Europeia, sendo a media anual na
EU-28 de 24,9 kg/per capita/ano (European Comission, 2016). As espécies mais
consumidas em Portugal sdo o bacalhau e o atum, sendo o consumo de atum per
capita/ano de 2,33kg (Willensen, 2003).

Por outro lado, o pescado € um dos produtos alimentares mais comercializados a
nivel mundial, tendo a sua producao/captura aumentado significativamente nos Gltimos
anos. Segundo a FAO, em 2012 atingiu-se um novo recorde mundial de captura de
pescado selvagem e de producdo em aquacultura, com 158 milhdes de toneladas, em
comparagdo com as 155,7 milhdes de toneladas no ano anterior (FAO, 2014). Este
aumento de capturas e a prépria expansao da aquacultura contribuiu para melhorar a dieta
de muitas pessoas, particularmente em areas rurais pobres, onde os alimentos muitas
vezes carecem de nutrientes essenciais. Além disso, existe cada vez mais a procura, por
parte dos consumidores, de alimentos ricos em fibras, com baixo teor de gorduras
saturadas e gorduras insaturadas, dentro dos quais se engloba o pescado. No pescado o
destaque vai para as proteinas de elevado valor biolégico, o contetdo lipidico muito
variado, nomeadamente em acidos gordos 6mega-3 e démega-6 e vitamina A, D, E e
complexo B. Por outro lado, é também um alimento de facil digestdo, devido é elevada
quantidade de lisina presente na maior parte das espécies (acima de 95%, dependendo da
espécie), que é o principal aminodcido iniciador do processo digestivo (Oetterer et al,
2006).

Apesar de todas estas vantagens nutricionais que um produto como o pescado tem,
existem algumas limitagdes na sua comercializacdo. A evidente presenca de gordura no

tecido muscular promove uma série de reacdes em cadeia com oxigénio molecular
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existente, o qual ira reagir com os lipidos insaturados e levara a formacgéo da peroxidacao
lipidica (Ozogul et al, 2010). Este processo resulta em alteracbes organoléticas
desagradaveis, nas quais se evidenciam o flavour, textura, aroma e cor do produto
(Ozogul et al, 2004). Para que tal ndo se suceda de forma acelerada sdo necessarios
processos e cuidados adicionais com o intuito de retardar as reacOes de deterioracdo. Este
topico serd abordado posteriormente.

1.2 Subprodutos da industria do pescado

O pescado capturado € maioritariamente utilizado para o consumo humano. Do
total da captura mundial de pescado, cerca de 78% sdo comercializados como pescado
fresco, congelado, em conserva e salgado, sendo o0s 21% restantes utilizados para fins ndo
alimentares da populagdo humana. Por outro lado, o processo de producdo das industrias
de pescado gera um grande volume de subprodutos (por exemplo, pele, espinhas,
barbatanas, cabecas e visceras, aparas de operacdo da filetagem), o qual é geralmente
considerado como residuo, correspondendo a aproximadamente 7,3 milhdes de
toneladas/ano a nivel mundial (Kelleher, 2005). Dados da Organizacdo das Naces
Unidas para Alimentacdo e Agricultura (FAO) confirmam que nos Gltimos anos, o
crescimento de subprodutos da industria do pescado tem sido de aproximadamente 8%
(Kelleher, 2005). Em Portugal estima-se que haja 128 mil toneladas de subprodutos da
indUstria do pescado congelado e da indUstria conserveira, sem contar com o pescado que
é rejeitado a bordo dos barcos e na lota (Lopes, 2014).

Os subprodutos sdo constituidos por proteinas de elevado valor bioldgico, perfil
Unico de &cidos gordos (6mega-3: EPA e DHA), alguns minerais importantes e contendo
varias moléculas com interesse farmacoldgico, cosmético, nutracéutico, entre outros
(Cardoso et al, 2010; Nunes et al, 2008). Estes subprodutos sao assim ricos em compostos
com elevado potencial econémico (6leos de peixe, proteinas, colagénio e enzimas) mas
atualmente sdo pouco aproveitados pelo sector do pescado. O principal destino dos
subprodutos da industria de transformacéo de pescado € a sua venda a baixo custo para
incorporacgdo em racdes animais, pela producéo de farinha e 6leo de pescado.

A valorizagdo dos subprodutos esta dependente do desenvolvimento de
tecnologias economicamente viaveis que permitam a sua transformacdo em produtos
comercializaveis e de elevado valor acrescentado (Slizyte et al, 2009). Em busca de

alternativas viaveis para aproveitar estes subprodutos, varios produtos podem ser obtidos,
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como por exemplo hidrolisados proteicos, colagénio e gelatina, com intuito de aumentar
os lucros das empresas e reduzindo problemas ambientais (Bandeira, 2009; Binsi et al,
2009).

1.3 Interesse da espécie estudada - Thunnus thynnus

O atum ¢é um peixe marinho pelégico, da familia Scombriedae, que normalmente
se encontra junto a superficie em aguas tropicais, subtropicais ou temperadas. E uma
espécie em constante movimento, efetuando migracfes de longas distancias, a grande
velocidade na busca de alimento ou para se reproduzir (Block et al, 2001; Fonteneau et
al, 2005; Yang et al, 2015).

O atum pode nadar e cacar em aguas frias, pois consegue manter a temperatura
corporal superior a temperatura da dgua. O atum nada de boca aberta para bombear a
sangue oxigenado e o metabolismo muscular gera calor constante. S&o os Unicos, dos
peixes 0sseos, que tém a capacidade de controlar a temperatura corporal através de um
sistema de termorregulacdo. Esta aptiddo é-lhes conferida pela complexidade estrutural
da rede sanguinea, permitindo o aquecimento do sangue arterial através do sangue venoso
que flui nos tecidos musculares, mas também pela capacidade de controlar a passagem
do fluxo sanguineo nalguns dos vasos (DGPA, 2008). Devido as carateristicas de elevar
a temperatura corporal podem ser encontrados num gradiente de temperaturas que oscila
desde 0s 0,04° C até aos 31° C (Walli et al, 2009).

Segundo a FAO, em 2014 estabeleceu-se um novo recorde com a captura de mais
de 7.7 milhGes de toneladas de atum e espécies afins (FAO, 2016), sendo um dos mais
comercializados no mundo, com 9% do valor total e o quarto da classificagdo em 2013, o
que o torna de elevado valor econémico (FAO, 2014). Em 2014, a captura global da
espécie Thunnus obesus (uma das espécies mais comercializada em Portugal) foi de 411
743 toneladas (FAOa), estando representado na figura 1 a distribuicdo geogréafica da
espécie. Destacam-se as zonas de captura nas areas da FAO: 34 (Atlantico Centro-Este),
51 (Oceano Indico Este), 61, 71 e 77 (Oceano Pacifico, Nordeste, Centro-Este e Centro-
Oeste, respetivamente) como sendo as mais importantes a nivel comercial (DGPA, 2008).
Sendo o Japdo com maior captura de Thunnus obesus (79 742 toneladas), devido ao

consumo de sashimi (FAQOa).
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Figura 1: Distribuicdo geogréfica de espécies de atuns por zona FAO. Fonte: DGPA,
2008.

Por outro lado, o atum é uma excelente fonte de proteinas de alto valor bioldgico,
vitaminas e minerais e possui uma baixa concentracdo em gorduras saturadas e uma
elevada concentracdo de gorduras polinsaturadas (tabela 1). Estes &cidos gordos
insaturados, como o0 6mega 3, sdo nutrientes que fazem baixar os niveis de colesterol
plasmatico, prevenindo o aparecimento de doengas cardiovasculares, podem ajudar a
baixar a pressdo sanguinea e ainda possuem propriedades anti-inflamatérias. Esta

composic¢do nutricional também contribui para o elevado interesse econémico desta

espécie.
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Tabela 1: Composicédo nutricional da espécie de atum Thunnus thynnus por 100g de parte
edivel (adaptado: Bandarra et al., 2004).

Componentes Por 100g
Agua (g) 69,7
Proteina (g) 24,8
Gordura total (g) 3,5
das quais saturadas (g) 1,73
omega-3 (g) 0,69
omega-6 (g) 0,11
Cinzas (g) 1,7
Vitamina A (mg) 11
Vitamina E (mg) 0,6
Potassio (mg) 355
Fosforo (mg) 257

No entanto, apesar de todas as vantagens nutricionais e como ja referido
anteriormente, existem algumas limita¢6es na comercializagéo de atum fresco. Uma delas
prende-se com a peroxidacao lipidica, que promove o aparecimento de odor desagradavel
e principalmente a descoloracdo do atum, limitando muito o tempo de prateleira deste
produto e, principalmente, provocando a ndo compra do produto pelo consumidor final
por falta de apelo do mesmo. Tal facto deve-se a existéncia de uma elevada percentagem
de &cidos gordos polinsaturados, que estdo particularmente presentes na carne de atum.
Por outro lado, o atum tem um elevado ter de mioglobina que confere a cor vermelha
pUrpura, mas durante 0 armazenamento a baixas temperaturas ocorre descoloracdo da
carne do atum, passando de vermelho purpura a marrom escuro (Ogawa, 1999). Este facto
é de extrema relevancia em paises como a Japéo e os Estado Unidos da America em que

0 atum é tipicamente consumido fresco na forma de sashimi.

1.3.1 Alterac6es de qualidade do atum

A qualidade da carne do atum geralmente é avaliada pela intensidade da cor
vermelho brilhante do mdsculo, constituindo uma importante caracteristica analisada pelo

consumidor no momento da compra (Viriyarattanasak et al, 2008). A intensidade da cor
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depende da concentragdo da mioglobina muscular, bem como de seu estado de reducéo e
oxidagdo (Smulevich et al, 2007; Wongwichian et al, 2015). A mioglobina é uma proteina
essencial para 0 armazenamento de oxigenio no musculo e a sua concentragdo pode variar
em funcéo da espécie, idade, nivel de atividade fisica, bem como do tratamento efetuado
ao pescado (Mancini e Hunt, 2005).

No entanto, durante o armazenamento a baixas temperaturas ocorre a
descoloracdo da carne do atum, passando de vermelho pdrpura a marrom (castanho)
escuro, devido a oxidacdo da desoximioglobina (Fe2+) a metamioglobina (Fe3+)
(Ogawa, 1999; Viriyarattanasak et al, 2008). Esta passagem (Fe2+ -> Fe3+) é
influenciada pela temperatura da carne, valor de pH, presenca de sais, pressao parcial do
oxigénio, e presenca de gorduras insaturadas. Para que tal ndo se suceda de forma
acelerada s@o necessarios processos e cuidados adicionais com o intuito de retardar as
reacOes (Ogawa, 1999).

Outro pardmetro analisado pelo consumidor no momento da compra é a textura
do atum. A textura pode ser definida como uma manifestacdo sensorial e funcional das
propriedades estruturais, mecanicas e de superficie de um alimento percebidos por meios
mecanicos e pelos sentidos da visdo, audicio, tato e sinestesia. E uma propriedade que
pode ser avaliada por métodos sensoriais (diretamente pelo consumidor) ou
instrumentalmente pelo texturémetro (Sveinsdottir et al, 2002; Szczesniak, 2002). As
alteracbes na textura que ocorrem no atum sdo consequéncia de varias reagdes
microbioldgicas, quimicas e autoliticas que ocorrem post-mortem (Huss, 1997).

Apos a morte do atum e ap6s a degradacdo do ATP e da ocorréncia do rigor
mortis, proporcionam-se as condi¢des para que ocorra a autélise dos tecidos. No processo
de autolise ocorre a quebra de proteinas e lipidos devido a acdo das enzimas proteoliticas
e lipidicas nos tecidos. A hidrolise das proteinas gera aminoacidos livres, aminas, aménia
entre outros, enquanto a hidrélise dos triglicéridos gera acidos gordos livres (Beraquet e
Lindo, 1985). Estas reacdes levam a perda de rigidez do masculo, o que por sua vez
facilita a proliferacdo dos microrganismos (Delbarre-Ladrat et al, 2006; Sa, 2004). A
oxidacdo lipidica é outra reacdo quimica responsavel pela perda de qualidade do atum
(\Valero et al, 2012). Os é&cidos gordos, componentes principais das gorduras, estdo
sujeitos a processos de oxidagdo, principalmente quando o seu grau de insaturacao é
elevado, como ocorre no atum. A avaliagdo do grau de oxidacdo da fracéo lipidica é assim

um indicador do grau de deterioracdo do produto, pode ser utilizado para estimar o seu
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prazo de validade e pode também provocar alteracdes na cor do atum (Bandarra et al.,
1997).

As gorduras sdo degradadas pelo oxigenio, podendo esta reacao ser acelerada pelo
calor, luz, substancias organicas e inorganicas (por exemplo cobre e ferro) e pela presenca
de bactérias, que em processos que envolvem hidrélise de triglicerideos, podem acelerar
as reacdes de oxidagdo dos lipidos com formacédo de aldeidos, cetonas, alcoois e &cidos
carboxilicos (Huss, 1995; Huss, 1997; Ozogul et al, 2010).

A oxidacdo dos acidos gordos polinsaturados ocorre em trés etapas: iniciagéo,
propagacéo e terminacgéo (Koleva, 2007; Ramalho e Jorge, 2006):
¢ Iniciacdo — da-se a saida de um hidrogenio (H*) na molécula do &cido gordo insaturado

(RH), formando-se um radical livre (R") (esquema 1):

Esquema 1: RH-> R +H’

e Propagacdo — os radicais livres (R") que sdo mais suscetiveis ao ataque do oxigénio
atmosférico (O2) convertem-se em outros radicais instaveis, aparecendo os produtos
primarios de oxidacdo (perdxidos (ROQO") e hidroperdxidos (ROOH)) (esquema 2).
Estes levam ao aparecimento de colora¢des amarelas ou castanhas no tecido do peixe,
mas ndo conferem sabor. Os radicais livres formados atuam como propagadores da

reacao, resultando num processo autocatalitico.

Esquema 2: R*+ 02 - ROO’

ROO" + RH >ROOH + R’
|

e Terminacdo — os dois radicais livres (R° e ROO") compatibilizagdo formando
compostos estaveis (RR, ROOR), como compostos volateis e ndo volateis, que sdo
considerados os produtos secundarios da oxidacdo (esquema 3). Estes produtos sdo 0s

responsaveis por causar cheiros desagradaveis (ran¢o) e coloracdo amarelada.

Esquema 3: R°"+R"2> RR
R"+ ROO" - ROOR
ROO* + ROO" -

Os primeiros produtos da oxidacédo lipidica podem ser determinados através do

indice de peroxidos. No entanto, o indice de acido tiobarbitarico (TBA) é o mais utilizado
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como indicador do grau de oxidacdo lipidica dos alimentos, nomeadamente do atum
(Hocaoglu et al, 2012). O indice TBA mede o teor de aldeido malénico que é um dos
produtos da degradacdo dos hidroperdxidos lipidicos, formados durante o processo de
oxidacdo dos acidos gordos polinsaturados. Entende-se por TBA a quantidade de aldeido
maldnico, expresso em miligramas (mg) por 100 gramas do produto, pelo método de
espectrofotometria.

1.4 Revestimentos ediveis

Como referido anteriormente 0 aumento por parte dos consumidores por um estilo
de vida mais saudavel tem levado a um maior consumo de pescado fresco, desafiando
assim empresas e investigadores a encontrar processos de conservagao alternativos que
permitam prolongar o tempo de prateleira dos alimentos sem a necessidade do uso de
aditivos. Os filmes e revestimentos comestiveis tém sido aplicados em alimentos em
alternativa aos métodos de conservacdo tradicionais, embalamento a vacuo ou atmosfera
modificada. Estes sdo aplicados a superficie dos alimentos, atuando como uma barreira
mecanica, podendo assim controlar as trocas gasosas, a taxa respiratdria, diminuir as
perdas nutritivas, perda de humidade e prevenir o crescimento de microrganismos que
levem a deterioracdo do alimento (Embuscado e Huber, 2009; Pinheiro et al, 2010).

Nos Ultimos 50 anos, os revestimentos comestiveis tém despertado um grande
interesse junto dos investigadores, pois apresentam uma alternativa para reduzir os efeitos
prejudiciais da degradacdo dos alimentos (Embuscado e Huber, 2009). O termo
revestimento refere-se a uma suspensdo ou emulsdo aplicada por imersdo aspersao na
superficie do alimento que ap6s a secagem forma uma camada protetora no alimento
(Embuscado e Huber, 2009; Galus e Kadzinska, 2015; Pinheiro et al, 2010;).

Varios autores tém publicado trabalhos nesta area, utilizando revestimentos
comestiveis para prolongamento do tempo de vida util de frutas (Chiumarelli e Hubinger,
2012; Gol et al, 2013; Guerreiro et al, 2015; Park, 1999; Velickova et al, 2013), queijos
(Mastromatteo et al, 2015; Ramos et al, 2012; Zhong et al, 2014;), peixes (Duan et al,
2010; Lu et al, 2010), marisco (Yuan et al, 2016; Wu, 2014) e carnes (Kanatt et al, 2013;
Olaimat e Holley, 2015; Park et al, 2010).

Diversos tém sido os compostos utilizados no desenvolvimento de revestimentos
comestiveis oriundos de diversas fontes naturais, sendo agrupados em polissacarideos

(e.g. quitosano, alginato, carragenina), proteinas (gelatina) e lipidos (ceras e glicerdis).
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(Embuscado e Huber, 2009; Galus e Kadzinska, 2015; Pascall e Lin, 2013). Estes
materiais caracterizam-se pela sua complexidade estrutural e diversidade funcional,
podendo ser constituidos apenas por um elemento do grupo ou misturado com outros,
formando revestimentos compostos (Embuscado e Huber, 2009; Goncalves, 2007;
Pascall e Lin, 2013). Geralmente recorre-se a substancias como as gorduras, para reduzir
a perda de &gua, polissacarideos para controlar as trocas gasosas, € proteinas para conferir
estabilidade mecanica (Embuscado e Huber, 2009). A funcionalidade e o comportamento
dos revestimentos comestiveis dependem, principalmente, das suas propriedades
mecanicas. Estas séo definidas pela sua composi¢do/formulacgéo, processo de formagéo e
método de aplicacdo no alimento. A selecdo do revestimento deve ter em conta as
carateristicas especificas do revestimento, o tipo de alimento a revestir e a funcdo que
deve desempenhar (tabela 2).

Para além dos materiais que sdo usados como base nos revestimentos comestiveis,
podem-se adicionar compostos com outras finalidades, tais como antioxidantes,

plastificantes, anti-escurecimento e antimicrobianos.

Tabela 2: Propriedades dos varios constituintes dos revestimentos comestiveis. Fonte:
Beirdo da Costa, 1998.

Material Barreira,ao Bar(ei,ra_ ao ProprieQade
vapor de agua oxigénio mecanica
Metilcelulose Moderada Moderada Moderada
Colagénio Fraca Boa Moderada
Gelatina Fraca Boa _
Gluten Moderada Boa Moderada
Caseina/Cera de abelha Moderada Boa L
Cera de abelha Boa Fraca Fraca
Pectina de baixo metoxilo Moderada Boa Fraca

Segundo os autores Embuscado e Huber (2009), o revestimento comestivel ideal
para aumentar o tempo de prateleira do pescado, deve ter as seguintes carateristicas:

e Na&o conter componentes toxicos e alergénicos;

e Fornecer estabilidade estrutural e evitar danos mecéanicos durante a

manipulagdo e transporte do alimento;
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e Ter uma boa aderéncia a superficie dos alimentos, fornecendo uma cobertura
uniforme;

e Controlar a migracdo de agua do alimento;

e Fornecer a semi-permeabilidade para manter o equilibrio interno dos gases;

e Evitar a perda ou absor¢do de componentes que destabilizem o aroma, o sabor,
a composicdo nutricional e caracteristicas organoléticas necessarias para a
aceitacdo do consumidor;

e Fornecer estabilidade da superficie bioquimica e microbiana enquanto protege
contra a contaminacao, a proliferacdo dos microrganismos, e outros tipos de
degradacéo;

e Manter ou melhorar a estética e atributos sensoriais (aparéncia, sabor etc.) do
alimento;

e Ter a capacidade de incorporar aditivos desejaveis, antioxidantes e agentes

antimicrobianos.
1.4.1 Utilizacdo de gelatina em revestimentos

A gelatina é um ingrediente natural, uma proteina pura obtida a partir de materias-
primas de origem animal que contenham colagénio. E obtida pela hidrélise do colagénio
quando aquecido acima dos 40°C, em condicdes acidas ou alcalinas (Alfaro, 2008;
Embuscado e Huber, 2009; Gomez-Guillén et al, 2009,).

As propriedades fisico-quimicas da gelatina sdo influenciadas pela espécie e idade
do animal e pelo processo de extragdo, influenciando também a sua aplicabilidade, pois
a concentracdo inicial de colagénio € diferente de espécie para espécie de animal, assim
variando o contetdo de aminoacidos disponiveis (Binsi et al, 2009).

A capacidade de formar um gel é uma importante propriedade da gelatina. A
gelatina incha quando é colocada em &gua fria, podendo absorver 5 a 10 vezes 0 seu peso
em agua. Quando aquecida em temperaturas acima do ponto de fusdo, a gelatina hidrata
e dissolve-se (gelatinizacao) e, quando exposta a temperaturas mais baixas forma um gel
(gelificagdo). Esta converséo sol-gel é reversivel e pode ser repetida (Ferreira, 2013).

Na inddstria alimentar, a gelatina é utilizada em confegdes (principalmente para
fornecer mastigabilidade, textura e estabilizacdo de espuma), em suspensdes de baixo teor

de gordura (para fornecer cremosidade), na indudstria de lacticinios (para proporcionar a

10
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estabilizacdo e textura), na industria da panificacdo (emulsificacdo, gelificagdo e
estabilizacdo), e na industria de produtos céarneos (ligagdo da dgua) (Karim e Bhat, 2009).

A producdo mundial de gelatina ronda as 32mil toneladas e na Europa a gelatina
produzida provem de pele de porco (80%), do tecido conjuntivo da pele de vaca (15%) e
0ssos de porco e de vaca e peixes (5%) (GME, 2015; Gomez-Guillén et al, 2009). No
entanto, hoje em dia existe um interesse crescente na producdo de gelatina a partir de
peixe, devido aos subprodutos gerados pelas industrias de transformacéo de pescado (Cho
et al, 2005).

1.4.1.1 Gelatina de peixe

A gelatina de peixe é uma alternativa a gelatina de porco e bovina. Devido a crise
desencadeada pelos surtos da doenca BSE (encefalopatia espongiforme bovina), algumas
restricGes alimentares de consumidores e por motivos de crencas religiosas (Judaimos e
Islamismo), o recurso a esta fonte para a obtencdo de gelatina tem vindo a ser explorado
(Cho et al, 2005; Gilsenan e Ross-Murphy, 2000; Gdmez-Guillén et al, 2009)

As peles e 0s 0ss0s de peixe sdo constituidos principalmente por colagénio, sendo
um dos subprodutos da industria de transformacao de pescado. Na industria, 0 processo
de filetagem de peixe pode gerar 30% de residuos e a sua nao valorizacdo causa
desperdicio e poluicdo, além de que se perde uma fonte de obtencao de gelatina (Gémez-
Guillén et al, 2009, Karim e Bhat, 2009; Mariod e Adam, 2013).

Diversos autores tém estudado processos de extracdo e caraterizacdo de gelatina
de peixe. Na tabela 3 estdo representados alguns exemplos, com destaque pelo trabalho
do autor Haddar et al, (2012), que extraiu gelatina de peles de atum com recurso a pepsina,
melhorando o rendimento de gelatina.

Tabela 3: Revisdo de estudos com métodos de producdo de gelatina extraida de pescado.

Espécie Referéncia

Bacalhau (Gadus morhua), Gudmundsson e Hafsteinsson, 1997;
Kolodziejska et al, 2008

Solha (Platichthys flesus) Ferndndez-Diaz et al, 2003

11
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Polaco do Alasca (Theragra | Chiou et al, 2006; Zhou e Regenstein,

chalcogramma) 2005

Areeiro  (Lepidorhombrus  boscii), | Ferndndez-Diaz et al, 2001; GOmez-

pescada (Merluccius merluccius), Guillén et al, 2002; Sarabia et al, 2000

Carapau (Trachurus trachurus) Badii e Howell, 2006

Salméo (Salmo salar) Arnesen e Gildberg, 2007; Kolodziejska
et al, 2008

Atum (Thunnus albacares) Kaewdang e Benjakul, 2015; Haddar et al,

2012; Cho et al, 2005

Atum bonito (Katsuwonus pelamis) Shyni et al, 2014

Tubaréo azul (Prionace glauca) Yoshimura et al, 2000

Tubaréo (Scoliodon sorrakowah) Shyni et al, 2014

Arengue (Clupea harengus) Kolodziejska et al, 2008

Linguado (Solea vulgaris) Ferndndez-Diaz et al, 2001; Gomez-
Guillén et al, 2002

Lula (Loligo vulgaris) Abdelmalek et al, 2016

Robalo Sae-Leaw et al, 2016

O processo de extracdo de gelatina divide-se em trés etapas principais: pré-
tratamento alcalino, seguido de tratamento acido da matéria-prima e extracéo da gelatina.
O tratamento alcalino remove a matéria ndo colagénio e o tratamento &cido remove o
inchaco do colagénio. Por fim, a extracdo da gelatina através do aquecimento, tem como
objetivo o rompimento das liga¢fes ndo covalentes e destabilizar a estrutura da proteina,
levando a conversao do colagénio em gelatina (Alfaro, 2008; Karim e Bhat, 2009).

De realcar que este processo tem que obedecer ao Regulamento (CE) n.° 853/2004
que estabelece as condi¢cbes gerais para a producdo de gelatina comestivel (incluindo
gelatina de peixe), abrangendo todos os aspetos desde a origem da matérias-primas até
transporte do produto final. Os requisitos microbioldgicos para a gelatina e colagenio
hidrolisado estdo também abrangidos pelo Regulamento (CE) n.° 1441/2007. A
combinacgéo de todos estes regulamentos define um quadro muito claro para a producgéo

de gelatina de qualidade.
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1.4.2 Aplicagdo de antioxidantes naturais provenientes de macroalgas

em revestimentos ediveis

Nos ultimos anos, tem havido pressdo para que a industria de alimentos substitua
a utilizacdo de antioxidantes sintéticos, que tém sido utilizados com bastante eficiéncia,
por aditivos naturais, isolados a partir de frutos, plantas aromaticas, cha, sementes, entre
outros (Choe e Min, 2009; Lidon e Silvestre, 2007).

Os antioxidantes sdo utilizados nos produtos alimentares para retardarem ou
inibirem a oxidacdo de lipidos e outras biomoléculas, bloqueando a capacidade oxidante
dos radicais livres. Utilizam dois mecanismos para retardar e inibir a oxidagéo, sendo o
primeiro por inibicdo da formacéo de radicais livres que possibilitam a etapa de iniciacao;
o0 segundo por eliminacdo de radicais importantes na etapa de propagacao, atraves da
doacdo de atomos de hidrogénio, interrompendo as reac6es de proliferacdo oxidativa em
cadeia (Basu et al, 1999; Lidon e Silvestre, 2007; Soares, 2002).

Diversos autores tém desenvolvido trabalhos com aplicacdo de antioxidantes em
gelatina de peixe para aumento do tempo de vida de prateleira dos produtos alimentares
(tabela 4).

Tabela 4: Adigdo de antioxidantes & gelatina de peixe para preservagdo de peixe.

Espécie utilizada
para producdo de Antioxidante Referéncia
gelatina

Extrato de orégdos e

. Gbémez-Estaca et al, 2009a
alecrim

Atum
Extrato de alga castanha

(Cystoseira barbata) Haddar et al, 2012

13
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Linguado (Solea

Borago GOmez-Estaca et al, 2009b
spp.)
Catalufa (Ca}talufa Extrato _de a!ga castanha Rattaya et al, 2009
mota purpureo) (Turbinaria ornata)
Carpa prateada
(Hypophthalmichthys Extrato de cha verde Wu et al, 2013
molitrix)

Nas Ultimas décadas, as macroalgas e 0s seus extratos tém sido estudados como
novas fontes de compostos bioativos, nomeadamente por possuiram elevada capacidade
antioxidante e antimicrobiana (Chew et al, 2008; Diaz-Rubio et al, 2008; Heo et al, 2005;
Salvador, 2007). As algas marinhas representam uma importante fonte de substancias
antioxidantes naturais e antimicrobianos, uma vez que faz parte do sistema de defesa das
algas devido as variacdes de intensidade de luz e concentracdes de Oz e CO2 e contra
bactérias e fungos (Gonzalez del Val et al, 2001; Matsukawa et al, 1997; Shanmughapriya
et al, 2008)

A macroalga Codium spp conhecida como uma alga verde esponjosa, da familia
Codiaceae, ¢ uma fonte importante de galactanos sulfatados e compostos com
propriedades bioativas, tais como antioxidantes, anti tumoral e anti-obesidade, 0 que a
torna de interesse para a industria alimentar. Augusto et al (2016) verificaram que a
aplicacdo de uma solucdo de extrato da alga Codium tomentosum em macés fatiadas
minimamente processadas e refrigeradas, permite a manutencdo da qualidade durante
mais tempo.

A alga castanha Fucus vesiculous é da familia da Fucaceae, cresce nas rochas na
zona médio-litoral e intertidal. E composta por florotaninas, um grupo de polifendis, que
ajudam a proteger o organismo produtor contra a radiacdo ultravioleta, prote¢do contra
herbivoros e agir contra microrganismos patogénicos (Balboa et al, 2013; Parys et al,
2010).

Um estudo, que se encontra patenteado com n°® PT 104814, com o titulo gelo
suplementado com algas ediveis e/ou produtos derivados destas, verificou que a qualidade
de filetes de sardinha pode ser mantida durante mais tempo quando conservadas em gelo

suplementado com extrato da alga Fucus spiralis.
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2. Objetivos e desenho experimental

2.1 Objetivo geral

O presente trabalho teve como objetivo a aplicacdo de revestimentos ediveis a

base de gelatina de atum, para aumento do tempo de vida Gtil do atum refrigerado.

2.2 Objetivos especificos

e Valorizacdo dos subprodutos da industria do pescado, peles de atum;

e Otimizacéo do processo de extracdo de gelatina a partir pele de atum;

e Caraterizacao fisico-quimica da gelatina extraida;

e Extracdo dos compostos de interesse das macroalgas Codium spp. e Fucus
vesiculosus;

e Formulacdo de revestimentos a base de gelatina de atum com a incorporacgéo de
extratos de macroalgas, Codium spp e Fucus vesiculosus;

e Aplicagdo das diferentes formulagOes de revestimentos em atum fresco e
avaliacdo da sua qualidade ao longo de 12 dias a temperatura de refrigeracdo
(4°C).

2.3 Desenho experimental

O trabalho compreendeu 2 fases:

12 fase — Otimizacdo do processo de extracdo de gelatina de pele de atum

Na primeira fase do trabalho foram testados diferentes processos de extracdo de
gelatina de modo obter-se 0 maior rendimento de gelatina a partir das peles de atum.
Posteriormente e utilizando o método de extracdo selecionado (com base no rendimento
obtido) caraterizou-se a gelatina em fungéo do teor de humidade, teor de proteina, teor de

cinzas, pH, cor e forga do gel.
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22fase — Aplicacdo de revestimento edivel de gelatina de atum com adicdo de

extrato de macroalgas

Na segunda fase do trabalho, foram testadas diferentes formulacdes de
revestimentos a base de gelatina de atum com adicao de extrato de macroalgas, em atum
refrigerado. Os revestimentos foram aplicados por aspersdo e as amostras de atum
armazenados a 4°C, durante 12 dias. A avaliacdo fisico-quimica do atum fresco foi
realizada ao tempo 0, 3, 6, 9 e 12 dias de armazenamento, sendo analisados o teor de

humidade, pH, TBARS, ABVT, cor, textura e microrganismos totais a 30°C.
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3. Materiais e Métodos

3.1 Atum e peles de atum

O atum (Thunnus obesus, capturado no Atlantico Centro Este) foi cedido pela
empresa Omnifish, situada em Peniche. O atum foi adquirido ja cortado em lombos entre
0,5 e 2 cm de espessura e com um peso entre 100 e 200 gramas (g), no més de Setembro
de 2015.

As peles de atum (Thunnus albacares) refrigeradas foram cedidas pela empresa
Nigel, situada em Peniche. Estas foram recolhidas apds o processamento de atum e
acondicionadas a temperatura de refrigeracdo, 4°C. Os pedagos de musculo junto a pele
foram removidos manualmente e a pele foi armazenada em sacos de plastico a -13+1°C

até posterior utilizagao.

3.2 Obtencao de gelatina

3.2.1 Método de extracéo

Para a extracao de gelatina realizou-se varios métodos de extracéo, variando o pré-
tratamento alcalino, tratamento acido e temperatura de extracdo como pode-se verificar
na tabela 5. O método selecionado foi F, estando descrito na figura 2.

A extracdo da gelatina procedeu-se de acordo com Haddar et al (2012) e Shyni et
al (2014), com algumas modificacdes. O fluxograma do processo de extracdo de gelatina

encontra-se representado na figura 2.
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Tabela 5: Métodos de extracdo de gelatina.

Materiais e Métodos || EGTGTGTGN

Processo Pré-tratamento Tratamento
A NaOH 0,1M CH3;COOH 0,2M
27+0,5°C, 1h, 2 vezes 23+1°C, 12h, 2 vezes
B NaOH 0,1M CsHs070,2M
27+0,5°C, 1h, 2 vezes 23+1°C, 12h, 2 vezes
c NaOH 0,1M CH3COOH 0,2M
27+0,5°C, 1h, 2 vezes 4+1°C, 12h, 2 vezes
D NaOH 0,1M CsHs070,2M
27+0,5°C, 1h, 2 vezes 4+1°C, 12h, 2 vezes
H.S0, 0,12M
£ NaOH 0,04M 27+0,5°C, 30 min
27+0,5°C, 30 min CsHs0O70,005M
27+0.5°C, 30 min
F NaOH 0,1M CH3;COOH 0,2M + 15AU/g pepsina
27+0,5°C, 1h, 2 vezes 4+1°C, 12h, 2 vezes
G NaOH 0,2M CH3COOH 0,2M + 15AU/g pepsina
27+0,5°C, 1h, 2 vezes 4+1°C, 24h
Lavagem da Tratamento
Peles de atum Corte da peles, pelesg40°C alcalino
0,5x0,5cm S
10min NaOH 0,2M, 2h
Tratamento acido
Extracéo, Ajustamento Acido acético, Lavagem com
50°C, 18h dopH 7,0 0,2M, + pepsina 15 agua, pH =7
AU/g, 24h
Centrifugacdo Evaporacéo a A Armazenamento
10000rpm, . 40°C Liofilizacdo 49C !
4°C, 30min vacla,

Figura 2: Fluxograma do processo de extracdo de gelatina de peles de atum resultantes

do presente estudo.
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As peles de atum foram descongeladas a 4°C e posteriormente cortadas em
pedacos de aproximadamente 0,5 x0,5 cm. Foram lavadas com agua a temperatura entre
38 e 40°C, durante 10 minutos (min) com agitacdo, com o intuito de remover o material
supérfluo e reducéo do teor de gordura. Posteriormente, foram colocadas em hidroxido
de s6dio a 0,2M numa proporcao de 1:10 (pele/solucédo), durante 2 horas (h) a temperatura
de 27+1°C com agitacdo continua (tratamento alcalino). Ap6s 1 h a solucdo foi renovada,
permitindo a remocao de proteinas e pigmentos ndo colagénios. Apds a lavagem alcalina
da pele, esta foi lavada em agua corrente até a agua da lavagem apresentar um pH neutro
ou ligeiramente bésico, pH 7 ou até pH 8, respetivamente.

De seguida, adicionou-se &cido acetico a 0,2M, a uma proporg¢do 1:10 (g por
volume), a temperatura 4+1°C, durante 24 h, em agitacdo, com objetivo de expandir o
material na matriz do colagénio. A pepsina (1:1000) foi adicionada nesta fase, a uma
concentracdo de 15AU/g de pele. Apds 24 h, o pH da mistura foi ajustado para 7,0 com
hidréxido de s6dio a 10M. De modo a terminar a atividade da hidrélise da pepsina, a
mistura foi colocada novamente a temperatura 4+1°C durante 1 h. Foram realizados
ensaios com e sem pepsina.

Para finalizar, a extracdo da gelatina foi realizada a uma temperatura de 50+3°C
durante 18 h. Seguiu-se uma filtragdo com filtro Whatman n° 4. O filtrado foi depois
centrifugado (10000 rpm, 30 min, 4°C) (Centrifuge 5810R, Eppendorf, Alemanha) para
remocao do material insolGvel. Para concentrar a gelatina, esta foi sujeita a evaporacgéo a
vacuo (Laborota 4000-efficient, Heidolph) a temperatura de 40°C. A gelatina em pg,
obtida ap0s liofilizacdo (SupplyLab, Portugal) foi armazenada a temperatura de 4°C até a

sua utilizacao.

3.2.2 Rendimento do processo de extracao de gelatina

O rendimento do processo de extracdo de gelatina foi calculado de acordo com a
seguinte equacdo (Haddar et al, 2012):

peso da gelatina seca (g)

x 100

(Eg. 1) Rendimento (g/100g) =

peso da pele de atum (g)
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3.2.3 Caracterizacao da gelatina de atum

Todas as analises realizadas para a caraterizacao da gelatina de pele de atum foram

realizadas em triplicado.

3.2.3.1 Teor de humidade

O teor de humidade da gelatina foi determinado de acordo com o método descrito
por AOAC (2000).

Inicialmente colocaram-se os cadinhos vazios na estufa (Memmert, Alemanha) a
105°C durante 3 h, e de seguida no exsicador. Para a determinacédo da gelatina, pesou-se
0,5 g de amostra para um cadinho e colocou-se na estufa a 105°C até atingir um peso
contante, até uma diferenca de 0,001 g. O teor de humidade em base humida foi calculado
de acordo com a seguinte equacao:

—m;

(Eq. 2) Teor de humidade (%) = =12

1

x 100

Onde:
m1 — massa da amostra antes da secagem (Q);

m2 — massa da amostra depois da secagem (g).

3.2.3.2 Teor de proteina

Para determinar o teor de proteina bruta da gelatina seguiu-se o método de
Kjeldahl, segundo a Norma Portuguesa 4488:2009.

Este método tem com principais processos a digestdo acida, destilacdo e por
ultimo a titulacdo da amostra. A digestéo inicia-se com a adi¢do de acido sulfurico a 96%
a amostra juntamente com pastilhas de selénio, a digestdo é realizada no digestor de
Kjeldahl (Foss, Digestor 2006) com dois ciclos a altas temperaturas. Apés a digestdo da
amostra procedeu-se a uma destilacdo da mesma com hidréxido de sodio a 40% e &cido
borico com indicador num destilador automatico de Kjeldahl (Foss, Kjeltec™ 2100). Por
ultimo, foi realizada uma titulagdo com acido cloridrico 0,1N como titulante. O ponto de

viragem foi definido quando a solugdo mudou de verde para cinzento.
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Para calcular a proteina bruta da gelatina utilizou-se o fator de conversdo de 5,4,
de acordo com Haddar et al (2012). O teor de proteina é expresso em g/ 100 g de parte

edivel e foi determinada de acordo com a equacéo:

(Eq. 3) Proteina bruta = NT X F

Onde:
NT — teor de azoto total

F — fator de conversao

O teor de azoto total foi calculado segundo a seguinte equagéo:

0,014 x(Va—Vb) x0,1
m

(Eq. 4) NT = | | x 100
Onde:

Va: volume de titulante gasto para a amostra (ml);

Vb: volume de titulante gasto para o branco (ml);

m: massa da amostra (Q);

0,014 o equivalente em grama presente em 1ml de HCI (0,1 N).

3.2.3.3 Teor de Cinzas

O teor de cinzas totais foi determinado segundo o método descrito na Norma
Portuguesa 2032:1988, com algumas alteraces.

Adicionou-se 3 g de gelatina num cadinho, de seguida foi incinerada a 550°C
durante 5 h na mufla (Nabertherm, Alemanha). Previamente os cadinhos foram a mufla a
550°C durante 2 h.

O teor de cinza total da gelatina foi calculado pela seguinte equacao:

(Eq. 5) Teor de cinza (%) = %

2

x 100

Onde:
m1 — massa do cadinho (g):
m2 — massa da amostra ();
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m3 — massa do cadinho com a cinza (g).

3.2.3.4 Determinagéo do pH

Para a determinacédo do pH da gelatina foi realizada conforme o método de Alfaro
et al (2014) e Haddar et al (2012). Foi necessario preparar uma solucdo de gelatina a 1%
com &gua destilada a 60°C, com agitacéo continua, durante 30 min.

Posteriormente as solu¢bes foram medidas num potenciometro (SympHony
SP7CP, VWR, Estados Unidos), previamente calibrado, mergulhando o elétrodo na

solucdo de gelatina.

3.2.3.5 Avaliacéo da Cor

A medicdo da cor foi realizada diretamente pela leitura das coordenadas Cielab
(L*, a* e b*) nas amostras, utilizando um colorimetro (Konica Minolta CR400, Japéo),
que consiste num aparelho de medicdo, com uma area de diametro de 8 milimetros (mm)
de medicdo e um processador de dados. Antes da medicéo, o colorimetro foi calibrado
por uma ceramica branca. O valor de L* representa a luminosidade variando de 0 (preto)
a 100 (branco), o valor a* varia entre -60 (verde) e +60 (vermelho) e o valor b* varia
entre -60 (azul) e +60 (amarelo) (Sant’ Anna et al, 2013).

A medicdo de cor da solucdo a 6,67% foi realizada de acordo com o método
Kaewdang e Benjakul (2015), recorrendo-se a uma célula para liquidos (CR-A504),
colocando-se no fundo uma base branca. Foram realizadas 5 leituras com um angulo de

90° a superficie de cada solucdo de revestimento.

3.2.3.6 Forca do gel

A forga do gel da gelatina foi determinada de acordo com o procedimento descrito
por Haddar et al (2012).

Ap0s a preparacgédo da solucéo de gelatina a 6,67%, esta foi subtida a temperatura
de 7°C, durante 16 a 18 h (tempo de maturacao).

A resisténcia do gel da gelatina de peles de atum foi determinada com um

texturémetro (TA.XT.Plus, Texture Analyser), de acordo com o guia de aplicagdo do
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software para gel de gelatina, “Determination of gel strength (Bloom Value) of gelatin
according to the Gelatin Manufacturers Institute of America (GMIA) and Gelatin
Manufacturers Europe (GME) testing standard”, com uma sonda 0,5” (P/0,5, Cylinder
Probe) de velocidade maxima de 1 mm/s. A forca maxima de (g) foi determinada quando
a sonda penetrou até uma profundidade de 4 mm da superficie do gel de gelatina.

A forca do gel foi expressa a forca maxima (g), necessaria para pressionar o

émbolo para desviar a superficie do gel de 4 mm sem quebra-lo.

3.3. Extratos de algas

3.3.1 Algas Codium spp e Fucus vesiculosus

A alga Codium spp. foi recolhida em Setembro de 2015, na praia do Abalo em
Peniche, Portugal. No laboratdrio, as algas foram lavadas com agua destilada a fim de
remover organismos invertebrados e outros detritos presentes nas algas. Depois da
lavagem a alga foi liofilizada, embalada e acondicionada a temperatura ambiente.

A alga Fucus vesiculosus foi fornecida pela empresa Algaplus, liofilizada e
triturada.

3.3.2 Método de extracdo

O extrato de alga foi preparado de acordo com o método utilizado por Augusto et
al (2015), a partir de um solvente polar.

Os extratos foram obtidos a partir da alga anteriormente liofilizada e com recurso
a um solvente polar. Foram pesados 2 g da alga liofilizada e adicionou-se agua e etanol a
uma proporcao de 3:1 perfazendo 30 ml. A solugéo obtida ficou em agitacdo durante 6 h,
protegida da luz e a temperatura ambiente.

Posteriormente realizou-se uma centrifugacdo a 2000 rpm, durante 10 min a
temperatura de 4°C. Apds esta centrifugagéo, o sobrenadante foi sujeito a filtragdo (filtro
Whatman de n° 4) de modo a retirar algumas particulas. De seguida realizou-se uma
evaporacdo a vacuo a temperatura 30°C, para evaporacdo do etanol, prosseguido de

liofilizacdo, para remocao da 4gua, obtendo-se o extrato de alga solido.
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3.4 Formulacdo e caracterizacdo das solucdes de
revestimento a base de gelatina de peixe com adicdo de extratos
de macroalgas

3.4.1 Preparacéo das solugdes de revestimentos

Foram preparadas 3 solucdes de revestimento diferentes como apresentado na
tabela 6. O glicerol foi adicionado como plastificante, para melhorar as propriedades
fisicas/mecénicas, como flexibilidade, forca e resisténcia do revestimento (Gomez-
Guillén et al, 2007, Mali et al, 2006). Para preparar as solugdes de revestimentos com
extrato de alga Codium spp (GC) e Fucus vesiculosus (GF), dissolveu-se a gelatina em
agua destilada a 55°C, mantendo-se em agitacao durante 30 min. Apds 20 min adicionou-
se 0 glicerol a 25% (g/100g de gelatina), e o extrato de alga para uma percentagem final
de 1%. No caso da solucdo de revestimento sem extrato (controlo) foi realizado o mesmo

procedimento com excecao da etapa de adicdo do extrato de alga.

Tabela 6: Solugdes de revestimentos e as suas designacoes.

Designacao Solucbes de revestimento
G 5% Gelatina de pele de atum + 25% glicerol
GC 5% Gelatina de pele de atum + 1% extrato Codium spp + 25% glicerol
GE 5% Gelatina de pele de atum +g|1iférec>)(ltrato Fucus vesiculosus + 25%

3.4.2 Caracterizacéao das solucdes de revestimentos
3.4.2.1 pH

O pH foi determinado pelo método potenciométrico. A sonda do potenciometro
foi mergulhada diretamente na solucdo de revestimento. Foram efetuadas 3

determinac6es em cada solucéo de revestimento.

3.4.2.2 Avaliacéo da cor

Para a medigdo de cor procedeu-se de acordo com o método descrito no ponto

3.2.3.5, mas utilizando as diferentes solucGes de revestimento formuladas.
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A diferenga de cor (AE) também foi calculada pela diferenca entre as solugdes de

gelatinas (GC-G; GF-G), pela seguinte formula:

AE = VAL + Aa*? + Ab*2

3.4.2.3 Avaliagdo da capacidade antioxidante

Foi efetuado um extrato do revestimento para posterior quantificacdo dos
polifendis totais e a avaliagcdo da capacidade de reducdo de DPPH. Foi adicionado 8 ml
de metanol a 1 g de revestimento (previamente liofilizado) com agitacdo permanente em
vortex durante 30 min. Posteriormente, centrifugou-se a 5000 rpm durante 10 min. O
sobrenadante foi filtrado com um filtro n°4. Repetiu-se este procedimento mais duas
vezes, adicionando-se 8 ml de metanol ao precipitado. O sobrenadante foi evaporado e

ressuspendido em DMSO (Dimetilsulféxido) numa concentracdo 100 mg/ml.

3.4.2.3.1 Quantificacéo de polifenois totais (QTP)

A quantificacdo de polifendis foi realizada de acordo com o método de Folin-
Ciocalteu adaptado por Silva et al (2013). O acido galico foi utilizado como padréao e 0s
valores expressos como miligramas de equivalentes de acido galico/ml de amostra.

Num microtubo adicionou-se 158 pl de agua destilada, 2 pl de amostra e 10 pul de reagente
de Folin-Ciocalteu. Apds 2 min de repouso, adicionou-se 30 pl de carbonato de sédio
(Na2CO3) a 20% (p/v). Incubou-se durante 60 min, no escuro a temperatura ambiente.
Mediu-se a absorvancia a 755 nm num leitor de placas (Biotek Synergy H1). Para a
quantificacdo total de polifendis foram ainda realizadas cinco soluc@es de acido galico
(com concentragdes de 0,01, 0,03, 0,1. 0,3 e 1 mg/ml) como padrdes para realizar a curva
de calibragdo. A QTP foi expressa em miligramas de equivalentes de acido galico.mlI de

amostra.

3.4.2.3.2 Avaliacéo da capacidade de reducéo do radical DPPH

Para a avaliagdo da capacidade de redugdo de DPPH (2,2-Diphenyl-1-
picrylhydrazyl) recorreu-se ao método descrito por Silva et al (2013).
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Foi preparada uma solucéo de 0,1 mM de DPPH em etanol absoluto. Para a reagéo
final misturaram-se 2 pl de amostra em 198 pl da solucdo de DPPH. Apos
homogeneizacdo das misturas, estas foram incubadas durante 30 min, no escuro a
temperatura ambiente. A absorvancia foi medida a 517 nm, sendo que quando as misturas
apresentavam a evolucdo da cor violeta para amarelo ocorrera a inativacdo dos radicais

livres pela amostra. A capacidade de reducédo do radical DPPH foi calculada através da

equacao:
. 0 heducao = — ranco %
(Eq. 6) % Redugio DPHH (Absaw:);?a Abspranco) o 10
controlo
Onde:

Abs amostra: absorvancia da solu¢do de DPPH e amostra
Abs branco: absorvancia de solvente (etanol) com amostra

Abs controlo: absorvancia de solu¢do de DPPH com solvente (etanol)

3.5 Efeito dos revestimentos produzidos no tempo de
prateleira de atum refrigerado

O ensaio teve a duracdo de 12 dias, sendo efetuadas analises de controlo analitico
e microbiolégico aos dias 0 (to), 3 (t3), 6 (te), 9 (to) e 12 (t12). Para a avaliagdo dos
parametros de cor ao longo do tempo de armazenamento foram utilizados sempre 0s

mesmos pedacos de atum.

3.5.1 Aplicagéo das solugdes de revestimento no atum fresco

O fluxograma do processo de aplicagdo dos revestimentos em atum refrigerado
esta representado na figura 3.

As amostras foram cortadas com 6 x 4,5 x 1cm, aproximadamente, para 0s
diferentes dias de amostragem, em triplicado. As amostras de atum foram divididas em 4
grupos: i) controlo (Ct) sem adicdo de revestimento, ii) aplicagdo do revestimento de
gelatina sem extrato de algas (G), iii) solucdo de revestimento de gelatina e extrato de
Codium spp (GC) e iv) solucdo de revestimento de gelatina e extrato de Fucus vesiculosus
(GF).
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A aplicacdo dos revestimentos foi realizada segundo a metodologia descrita por
Geadas (2012) com algumas modificacGes. A aplicacdo das solugdes de revestimento foi
feita por aspersdo, com recurso a uma agulha de aspersdo e compressor do equipamento
laboratorial “spray dry” e uma bomba peristaltica (velocidade de 50 rpm). A aplicacdo do
revestimento foi realizada, em ambos os lados dos lombos de atum, durante 5 segundos
(seg) em cada uma das partes. Apos a aplicacdo do revestimento, as amostras foram
devidamente acondicionadas em tabuleiros e armazenadas a temperatura de refrigeracéo
4+1°C (79% humidade relativa).

[ Lombos de atum }

N
Auvaliacéo fisico-quimica )
e microbiologica com o
excecdo da cor Corte Avaliacdo da Cor
J
I
\ 4
Conjuntos de Pedagos
150 g 5,3x4,0 cm
\ 4 A 4 A 4
Revestiment Revestimento de Revestimento de
Controlo (Ct) deeV:IZtlirr?aerEé) gelatina e Codium gelatina e Fucus
g spp (GC) vesiculosus (GF)
I |
\ 4
4 N\
Aspersao
5 seg
. J
\ 4
4 N
Armazenamento a 4°C
12 dias
. J

Figura 3: Fluxograma da aplicagéo dos revestimentos no atum fresco.

3.5.2 Parametros fisico-quimicos

Os parametros de avaliacdo seguintes foram realizados as amostras de atum

preparadas no ponto 3.5.1, durante o armazenamento a 4+1°C, aos dias 0, 3, 6,9 e 12.
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3.5.2.1 Teor de humidade

O teor de humidade do atum foi determinado de acordo com o método descrito na
AOAC (2000). O procedimento foi realizado de acordo com o ponto 3.4.1, exceto 0 peso

da amostra que foi de 5 g.

3.5.2.2 Determinacéo pH

O pH do atum foi determinado pelo método descrito por Wu et al (2014). As
amostras foram trituradas e homogeneizadas com agua destilada (1:10) e agitadas durante
5min. O pH da solucdo foi medido com um potenciometro (Inolab 720, Alemanha),
previamente calibrado, mergulhando o elétrodo na solucéo a 25°C. Foram realizadas 3

medic¢des para cada amostra.

3.5.2.3 Indice de substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS)

O indice de TBARS foi determinado pelo método descrito da Norma Portuguesa
3356:1990 por espectrofotometria.

Pesaram-se 15 g de amostra previamente triturada, adicionando-se de seguida 30
ml de uma solucdo composta por 7,5% de é&cido tricloroacético, 0,1% de acido
etilenodiaminotetraacético (EDTA) e 0,1% de galato de propilo. Agitou-se durante 2 min
para a extracdo do aldeido malonico. A mistura foi sujeita a filtracéo.

Para um tubo de ensaio, mediu-se 5 ml do extrato e adicionou-se 5 ml de &cido
tiobarbiturico (TBA), incubou-se num banho-maria a 100°C durante 40 min. Em
simultaneo realizou-se um ensaio em branco (substituindo a amostra por TBA). Foi
realizada uma curva de calibracdo a partir de uma solu¢do padrdo TEP (1,1,3,3-
tetraetoxipropano) (Acros, Bélgica) com as concentra¢fes 0.01, 0.02, 0.03, 0.04 e 0.05
micromoles de aldeido malonico. Mediu-se a absorvancia a 530 nm.

O indice de &cido tiobarbitarico (TBA) foi expresso em miligramas de aldeido

maldnico por 1000 g de amostra, sendo calculado pela seguinte equacéo:

72X

Xv
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Sendo que:

¢ - concentracdo do aldeido maldnico (umol) calculada a partir da curva-padréo;
Vv - volume da solucéo da amostra ml);

H - humidade da amostra (%);

m - massa da amostra (g)

3.5.2.4 Teor de azoto bésico volatil total (ABVT)

O teor de ABVT das amostras foi determinado de acordo com o método de
Conway descrito da Norma Portuguesa 2930:1988.

As amostras foram trituradas e homogeneizadas (Ystral x10/25, Dottingen) com
50ml da solucdo acido tricloroacético a 5% durante 2 min e posteriormente filtrado o
extrato para um erlenmeyer. Nas células de Conway adicionou-se na parte central da
ceélula 1 ml de acido bdrico com indicador, na coroa circular, adicionou-se 1 ml de extrato
da amostra, 0,5 ml de agua destilada e 1 ml da solugéo de carbonato de potéssio saturada.
Apo6s uma incubagdo de 90 min a 40°C, titulou-se com é&cido cloridrico 0,02N até se
observar uma coloracdo rosa. Para o controlo de difusdo e o ensaio em branco foi
substituida a quantidade de amostra por uma solucéo de 0,1% de sulfato de amonio e dgua
destilada, respetivamente.

O teor de ABVT foi expresso em mg por 100 g de amostra, tendo sido calculado

da seguinte forma equacéo:

21><(V2 —Vo)
(Vl—Vo)XV3 Xm

(Eq. 8) ABVTg 1005 = (100 + H)

Sendo que:

Vo- volume gasto de acido cloridrico no ensaio em branco (ml);
V1- volume gasto de acido cloridrico no controlo de difusdo (ml);
V- volume gasto de &cido cloridrico na amostra (ml);

V3- volume da amostra utilizada na determinagao (ml);

m- massa da toma de ensaio (g);

H- humidade da amostra (%)
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3.5.2.5 Avaliacéo da cor

A medicdo da cor ao atum foi realizada pelo método descrito no ponto 3.2.3.5.

A medicdo da cor foi realizada a superficie de cada pedaco de atum e foram
realizadas 9 leituras com um &ngulo de 90°, tendo sido registados os valores de L”, a" e
b* do sistema Cielab.

As amostras utilizadas para a determinacdo dos parametros de cor foram também
fotografadas. Estas foram realizadas numa caixa com fundo preto e com orificio para

colocar a maquina (Samsung H1, Korea).

3.5.2.6 Textura

A firmeza das amostras foi medida com um texturometro TA.XT.Plus a partir do
software TEE32. O teste utilizado foi realizado de acordo com Mousakhani-Ganjeh et al
(2015), com algumas alteracdes. Foi medida a forca ao longo do tempo de compressao da
amostra com uma sonda de 5 mm (P/5S, 5m Sph, Stainless), a uma velocidade de 1,1
mm/s e uma profundidade de 5 mm (cerca de 50 a 60% da altura da posta). Foram
efetuados 3 ensaios por amostra em diferentes locais.

Os atributos texturais avaliados foram a firmeza definida como a éarea total da

curva de compressdo (N.s) correspondente a firmeza da amostra.

3.5.3 Parametros microbioldgicos

A preparacdo do diluente (agua peptonada), e do meio de cultura, Plate count agar
(PCA), foram preparados de acordo com as indicacfes dos fabricantes e esterilizados a
121°C durante 15 min em autoclave.

Todas as diluicdes decimais, bem como as inoculagdes foram preparadas e
realizadas em ambiente estéril assegurado por um bico de bunsen (Camping Gaz). Todas

as incorporacOes foram realizadas em triplicado.

3.5.3.1 Contagem de Microrganismos totais a 30°C

Para a preparacdo das amostras seguiu-se o método descrito pela Norrma
Portuguesa 2079/1989. Inicialmente, homogeneizaram-se 25 g de cada amostra em agua
peptonada utilizando-se um stomacher (IUL instruments, Espanha) (diluicdo 1:10;

31



Materiais e Métodos || EGTGTGTGN

suspensdo mae). Prepararam-se as diluicGes decimais até 107 para os tempos to, t, ts € to
e 0 tip até a diluicdo 10 a partir da suspensdo-mée para tubos contendo agua peptonada.
A contagem de microrganismos totais a 30°C foi realizada de acordo com a Norma
Portuguesa 4405/2002.

Foram semeadas por incorporagdo 1 ml de suspensdo mae em placas de Petri
estéreis e adicionada aproximadamente, 15 ml de PCA, deixando-se solidificar a
temperatura ambiente. De seguida as placas foram incubadas a 30 £ 1°C durante 72 h.

Os resultados foram expressos em UFC/g (unidades formadoras de coldnias por
grama de amostra), através do calculo do n° de microrganismos (N) por g de amostra,

utilizando a seguinte equagéo:

— Xc
(Eq- 9) N - (n1+0,1n2)d

Em que:

>C — soma das colonias contadas nas placas consideradas;
n1 —namero de placas consideradas na 12 dilui¢&o;

n2 — namero de placas consideradas na 22 dilui¢&o;

d — fator de dilui¢do correspondente a 12 dilui¢do considerada.

3.6 Analise estatistica

O tratamento estatistico foi efetuado com recurso ao programa IBM® SPSS®
Statistics versdo 23 (EUA). Os dados obtidos foram avaliados através do teste de analise
de variancia com 1 fator (ANOVA-1 fator) seguido pelo teste de LSD para comparagoes
maultiplas para comparacdes (Zar, 2010).

Para as condicGes indicadas nas figuras, os resultados representam as médias +
desvio padrdo da media. O teste de Levene foi usado para testar a homogeneidade de
variancia para todas as variaveis. Em todas as analises, as diferencas foram consideradas

estatisticamente significativas ao nivel de significancia a de 0,05 (Zar, 2010).
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4. Resultados e Discussao

4.1 Processo de extracdo de gelatina e rendimento de
extracao

A gelatina é uma proteina fibrosa que deriva da desnaturacdo do colagénio por
tratamento térmico (Shyni et al, 2014). O método de extracdo consiste em trés etapas
principais: pré-tratamento alcalino, tratamento acido e extracéo, etapas essas que afetam
as propriedades fisico-quimicas da gelatina (Karim e Bhat, 2009; Montero e Gomez-
Guillén, 2000; Shyni el al, 20014).

O processo de extracdo de gelatina foi otimizado testando para isso, 7 condig¢des
de extracdo. A selecdo das condicGes 6timas foi efetuada com base no rendimento obtido
em cada metodologia testada. Para a otimizagéo do processo de extracdo variou-se o tipo
de pré-tratamento alcalino e do tratamento &cido e temperatura de extracdo (tabela 6).

A pepsina foi utilizada com o objetivo de solubilizar o colagénio e as suas ligagdes
cruzadas estaveis, para aumentar o rendimento do processo de obtencdo de gelatina
(Nalinanon et al, 2007).

O maior rendimento no processo de extracdo foi 26,45%, conseguido com um pré-
tratamento alcalino (0,2M NaOH, 27+1°C, 2 h) e seguido do pré-tratamento acido (0,2M
acido acético, com pepsina (15AU/g de gelatina), 4+1°C, 24 h) e por fim uma extracao a
50+0,5°C durante 16 h. Restantes resultados obtidos para as diferentes condicdes de

extracao estdo descritos na tabela 7.
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Tabela 7: Rendimentos obtidos nas diferentes extragdes.
; Rendimento
Processo Preé-tratamento Tratamento .
de extragdo
NaOH 0,1M CH;COOH 0,2M
A ° 0,41 %
27+0,5°C, 1h, 2 vezes 23+1°C, 12h, 2 vezes
NaOH 0,1M CsHs070,2M
0
B 27+0,5°C, 1h, 2 vezes 23+1°C, 12h, 2 vezes 0,54 %
NaOH 0,1M CH;COOH 0,2M
C ° 7,87 %
27+0,5°C, 1h, 2 vezes 4+£1°C, 12h, 2 vezes
NaOH 0,1M CsHs070,2M
D 1,53 %
27+0,5°C, 1h, 2 vezes 4+£1°C, 12h, 2 vezes ' ’
H,SO,4 0,12M
NaOH 0,04M 27+0,5°C, 30 min
E . ! 10,28 %
27+0,5°C, 30 min CsHs070,005M
2740.5°C, 30 min
i NaOH 0,1M CchOOI—; e%giw; 15AU/g e
[ y 0
27+0,5°C, 1h, 2 vezes 4+1°C, 12h, 2 vezes
G NaOH 0,2M CH3COO|;£p’§i'\rfa+ 15AUfg 22.45 %
27+0,5°C, 1h, 2 vezes 4+1°C, 24h 26,45 %

Paralelamente, foi também avaliado o efeito da adi¢do de pepsina no tratamento
acido, com intuito de verificar se trazia beneficio no rendimento. Os valores de
rendimentos obtidos foram de 28,67+2,83% e 20,78+2,04% para 0 processo de extracao
com e sem pepsina, respetivamente. Os valores obtidos apresentam diferencas
estatisticamente significativas (p<0,05), apresentando o processo de extracdo de gelatina
com pepsina maior rendimento em relacdo a extracdo sem pepsina. A adicao da pepsina
ao processo de extracdo permitiu assim obter um processo de extragdo mais eficiente com
um aumento de cerca de 8% de rendimento em relacdo aos restantes processos de
extracao.

Haddar et al (2012), também obteve valores de rendimento no processo de
extracao de gelatina de peles de atum com adi¢éo de pepsina superiores, relativamente ao
processo sem adicdo de pepsina (24,78+1,34% e 3,55+0,33%, respetivamente), sendo
inferiores aos valores obtidos no presente estudo. Este aumento no rendimento do
processo pela adi¢do de pepsina pode ser explicado pela clivagem peptideos nas regies

telopéptido, provocando uma maior hidrdlise de gelatina. O processo e as materias-primas
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influenciam a configuragdo e a sequéncia de amino&cidos, levando a que a gelatina seja
clivada em posicoes diferente, permitindo obtencao de rendimentos diferentes (Benjakul
et al, 2009; Nalinanom et al, 2007).

Com base nos resultados obtidos o processo de extracdo considerado foi o

processo com adigédo de pepsina, descrito na figura 2.

4.2 Caracterizacdo da gelatina

A gelatina obtida de peles de atum neste estudo foram caracterizadas em termos
de: teor de humidade, proteina, cinza, pH, cor e forca de gel. Os resultados estdo

representados na tabela 8.

Tabela 8: Caracteristicas fisico-quimicas da gelatina de pele de atum. Os valores

representam as médias * desvio padrao.

Gelatina
Teor humidade (%0) 4,41 +0,15
Proteina (g/100g) 42,26 + 0,57
Cinzas (%) 1,36 + 0,07
pH 6,69 + 0,01
L* 25,08 £ 0,52
Cor a* 1,51+0,08
b* 15,91+ 0,19
Forca do gel (g) 148,2 £ 5,00

Em termos de caracterizacdo quimica, é importante a determinacdo do teor de
humidade do teor de proteina e do teor de cinzas porque influéncia a qualidade da
gelatina. O teor de humidade deve ser inferior a 12% para que o seu estado de equilibrio
seja mantido em condigdes climaticas normais. O teor de proteina representa 0 maior
constituinte presente na gelatina, influenciando a estrutura do revestimento. O teor de
cinzas corresponde a quantidade de minerais (calcio, potassio, fosforo e sddio) presentes

na gelatina, onde os valores ndo devem exceder 2,6%.
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A gelatina de peles de atum obtida apresentou um teor de humidade (tabela 8)
mais baixo quando comparado com os valores de teor de humidade obtidos num estudo
desenvolvido por Haddar et al (2012) (cerca de 5,98+0,10%). No entanto, o valor obtido
estd dentro do pretendido (<12%), pois idealmente, os valores de humidade devem ser
inferiores a 12% uma vez que para valores superiores ha o risco de formag&o de grumos
e crescimento microbioldgico (Schrieber e Gareis, 2007). Com processos de extracao
diferentes, também Shyni et al (2014) para atum gaiado (Katsuwonus pelamis), Aleméan
et al (2011) para atum (Thunnus spp.) e Rahman et al (2008) para atum albacora (Thunnus
albacares) obtiveram valores superiores (10,9+0,24%, 8,72+0,98 e 8,3+0,6%,
respetivamente). Esta diferenca é explicada pelas diferencas no processo de extragdo em
cada um dos estudos. Como jé referido anteriormente, tal como a espécie de pescado, 0
processo de extracdo afeta as propriedades fisico-quimicas da gelatina obtida.

Em relacdo ao teor de proteina, o valor obtido foi baixo, quando comparado com
outros estudos de extracdo de gelatina de peles de atum e outras espécies de peixe.
Estudos recentes apresentam valores de recuperacdo de proteina superiores a 80%
enguanto que no presente estudo, a percentagem de recuperacdo de proteina foi de 42%
(Alemén et al, 2011; Haddar et al, 2012; Muyonga et al, 2004; Shyni et al, 2014; Silva et
al, 2014). Estes valores inferiores podem ser explicados pelas diferengas quer no processo
de extracdo, quer no tipo de atum (espécie, tamanho e zona de captura). O teor de proteina
presente na pele de peixe representa a quantidade maxima de colagénio no tecido animal
e assim o rendimento maximo de gelatina. (Muyonga et al, 2004). O teor de proteina
presente na gelatina pode influenciar a estrutura molecular. Uma vez que os principais
aminoéacidos (prolina e hidroxiprolina) responsaveis pela estabilidade da estrutura estdo
em menores quantidade, pode levar a uma forca de gel inferior e a um revestimento com
menos propriedades funcionais (barreira aos gases e permeabilidade) (Haddar et al, 2012,;
Segtnan et al, 2003; Schrieber e Gareis, 2007)

A quantidade de cinza obtida na gelatina de peles de atum (tabela 8) foi baixa
qguando comparado com resultados obtidos para gelatina de peles de atum por Haddar et
al (2012) (3,51+0,68%) e superiores quando comparados com Shyni et al (2014)
(0,68+0.06%). O teor de cinza (que esta diretamente relacionado com o teor de calcio)
tem especial importancia em algumas aplicacOes na area alimentar. Nesta area gelatinas
com teor de cinzas superiores a 2% sdo normalmente utilizadas (Cho et al, 2004;
Muyonga et al, 2004). No entanto, segundo alguns autores o teor de cinzas maximo

recomendado para gelatina é de 2,6% pelo que a gelatina produzida no presente estudo se
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encontra dentro dos valores recomendados (Alfaro, 2008; Haddar et al, 2012; Muyonga
et al, 2004). Para este estudo o teor de cinzas ndo e fator limitante, este pardmetro foi
quantificado por varios autores por ser considerado uma especificacdo da qualidade da
gelatina (Alfaro et al, 2008; GME, 2015; Ktari et al, 2014).

O valor de pH determinado (tabela 8) no presente estudo € mais baixo do que 0s
valores apresentados por Haddar et al (2012), pH 7,2, e mais elevado do que os valores
relatados por Shyni et al (2014) que obtiveram valores de pH de 4,29, ambos para
gelatinas de peles de atum. Haddar et al (2012) realizaram uma desmineralizacao apos o
processo de extracédo, que explica a diferencga obtida. Por outro lado, Shyni et al (2014)
n&o utilizaram pepsina e a etapa da extracdo e evaporacéo foi realizada a uma temperatura
inferior, 45°C e 5°C respetivamente. A adicdo de pepsina no processo de extracao
influencia o pH final da gelatina extraida uma vez que a inativacdo da pepsina se realiza
com o ajuste do pH para 7,0. Os valores de pH tém uma influencia decisiva nas
propriedades biofisicas da gelatina, nomeadamente na solubilidade, gelificacéo,
viscosidade e capacidade de ligacdo a agua (Rattaya et al, 2009). O pH da gelatina deve
apresentar pH acido, sendo obtido neste estudo, porque este influencia a viscosidade. A
viscosidade também influencia a forca do gel, valores altos permitem maior estabilidade
dos revestimentos (Schrieber e Gareis, 2007).

De referir, que, e uma vez que, 0s pré-tratamentos no processo de extracao tém
como objetivo principal a remocéo das gorduras e outros compostos ndo proteicos, o teor
de gordura néo foi quantificado, uma vez que na literatura os valores de gordura em
gelatina de peixe sdo residuais (inferior a 1%) (Haddar et al, 2012; Alfaro et al, 2014;
Shyni et al, 2014;) e segundo a associacdo Gelatine Manufacturers of Europe (GME) a
gelatina € livre de gordura. Os pré-tratamentos no processo de extracdo tém como objetivo
principal a remocdo das gorduras e outros compostos nao proteicos.

Por fim, foi avaliada a cor da gelatina, que foi representada pelos parametros de
luminosidade (L*), a* (verde-vermelho) e b* (azul-amarelo), estando estes valores
apresentados na tabela 8. Dependendo da origem da matéria-prima e o tipo de extracéo
realizada, a cor da gelatina poderéa variar (Skyni et al, 2014; Silva et al, 2014). No entanto,
a cor da gelatina ndo influencia as propriedades funcionais da mesma.Um estudo
realizado por Kaewdang e Benjakul (2015) a gelatina obtida da barbata natatoria de atum
apresenta uma coloracdo menos amarela e vermelha do que a gelatina obtida no presente

estudo. No entanto, a cor nédo afeta as propriedades funcionais da gelatina (Benjakul et al,
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2009; Lassoued et al, 2014). Mas gelatinas com cor palidas sdo mais desejaveis, uma vez
que a cor poderé influenciar a cor do alimento (Schrieber e Gareis, 2007).

A forca do gel (FG) ou “bloom” da gelatina ¢ a principal propriedade fisica que
determina a sua qualidade. Os resultados para a forca do gel da gelatina estdo
representados na tabela 8. Quando comparado com o valor obtido (FG= 189 g) no estudo
de Haddar et al (2012), verifica-se que o valor obtido no presente estudo é inferior, apesar
de ambos os estudos apresentarem procedimentos de extracdo idénticos com excec¢édo da
desmineralizacdo que ndo foi realizada neste estudo. Também outros autores, que
utilizaram diferentes processos extracao de gelatina de peles de atum, obtiveram valores
superiores: GOmez-Estaca et al (2009a) obteve uma FG de 167 g, Shyni e colaboradores
(2014) obteve 177 g e Cho et al (2005) obteve 426g. As diferentes metodologias no
processo de extracdo, explicam as diferencas no valor de FG obtidas. A forca de gel é
afetada pelo processo de extracdo, matéria-prima, concentracdo da solucdo de gelatina,
tempo e temperatura de maturacdo do gel e pH (Alfaro et al, 2014; Silva et al, 2011).
Quanto maior for a forca do gel maior serad a estabilidade da gelatina, proporcionando
melhores revestimentos (Schrieber e Gareis, 2007). A qualidade da gelatina pode ser
avaliada de acordo com os valores de forga de gel, existindo trés categorias de qualidade:
baixa (FG <150), a média (FG entre 150 e 220) e a alta (FG 220 a 300) (Lassoued et al,
2014), pelo que a gelatina obtida no presente estudo podera ser considerada de baixa
qualidade. Geralmente, as gelatinas de peixe tém valores inferiores de forca de gel quando
comparado com gelatinas extraidas de mamiferos (Cho et al, 2005). Karim e Bhat (2009)
referem que a gelatina de peixe tem uma forca de gel entre 0 a 270 g e que a gelatina de
origem bovina ou de porco varia entre 200 e 240 g.

As carateristicas da gelatina de peles de atum obtidas no presente estudo, podem
ainda ter sido influenciadas pela tipo e tempo de armazenamento que a matéria-prima foi
exposta, estiveram 6 meses a -12,94+1,25°C. Segundo alguns estudos feitos com extragédo
de gelatina a partir de peles frescas e congeladas foi possivel observar que a forca do gel
é maior em gelatinas extraidas de peles frescas (Fernandez-Diaz et al, 2003; Liu et al,
2008). Fernandez-Diaz et al (2003) compararam as propriedades moleculares e reoldgicas
de gelatina de pele solha sujeitas ao congelamento a -12°C e -20°C, durante 15dias, e
ficou demonstrado que o congelamento das peles de peixe afeta negativamente a
composi¢do molecular havendo uma desnaturagdo das proteinas, diminuicdo da extracéo
B e y componente (dimeros e trimeros da a-cadeia), e as propriedades reoldgicas da

gelatina também diminuiu, esse efeito € mais notavel quando armazenadas a -12°C.
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4.3 Caracterizacao das solucdes de revestimento a base de
gelatina de peixe com adi¢cdo de extratos de macroalgas

As solugOes utilizadas como revestimentos neste estudo (tabela 6) foram
caracterizadas em termos de quantificacdo total de polifendis, reducdo do radical DPPH,
cor e pH. Os resultados desta caraterizagdo encontram-se na tabela 9.

Estes parametros foram avaliados para compreender se as condicdes iniciais das

solugdes de revestimento poderiam influenciar o efeito da preservagéo do atum fresco.

Tabela 9: Resultados da caraterizagdo das solucBes de revestimento. Gelatina (G),
gelatina com extrato de Codium spp (GC) e gelatina com extrato de Fucus vesiculosus (GF). Os
valores correspondem as médias + desvio padrdo (n=3). Diferencas estatisticamente significativas
em relagéo (p<0,05, ANOVA, teste de LSD): * G; # GC.

G GC GF
pH 6,74+0,01 6,64+0,01* 6,550,01*"
L* 27,88+0,14 | 24,16+0,15* | 16,81+0,21*"
Cor a* -0,28+0,02 | 0,18+0,03* 0,35+0,05*"
b* 16,54+0,13 | 16,30%0,25 6,58+0,25*"
Polifendis (mg EAG/mI) | 0,031+0,008 | 0,031+0,008 | 0,079+0,015**
DPPH (%) 1,37+0,82 1,51+0,45 2,56+0,70

Com base nos resultados obtidos, verifica-se que a adicdo de extrato de
macroalgas leva a diminuicdo dos valores de pH das solucdes de revestimento (p<0,05)
(tabela 7). Também Augusto (2013) obteve valores de pH mais baixos para solucdes de
revestimento com adicdo de extrato de Fucus spiralis, e Codium tomentosum (6,13+0,01,
6,72+0,02, respetivamente). Nao existe um pH ideal para os revestimentos, sendo sempre
influenciado pela sua composicéo. Estes revestimentos em contato com alimento podem
provocar a superficie uma alteracdo de pH.

A determinacgéo da cor das solucGes de revestimento demostra haver diferencgas
entre as solucbes (p<0,05), sendo que a solucdo GF demostra maior diferencas dos

parametros L*, a* e b*, cor mais escura, vermelhada e menos amarelada, quando
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comparada com G. A diferenca de cor (AE) das solucOes de revestimento com extrato de
macroalgas quando comparada com a solucdo de gelatina (G) demostra haver diferencas
de 3,75+0,42 e 14,90+0,31 para GC e GF, respetivamente. A figura 4 mostra as cores

visuais das solucGes de revestimento.

[ ¢

Figura 4: Fotografias das solugdes de revestimentos. A- Gelatlna B- Gelatina com

extrato de Codium spp; C- Gelatina com extrato de Fucus vesiculosus.

Pelas fotografias é possivel verificar as diferencas de cor que existem entre as
solucBes, estas apresentam uma cor opaca. No entanto, é provavel que as solucGes de
revestimento ndo alteraram a cor do atum, devido & método de adi¢do que consiste em
aspergir uma pequena quantidade de revestimento sobre os lombos de atum. Podendo ser
comprovado no ponto 4.4.5.

A avaliagdo da capacidade antioxidante das solugdes de revestimento é um ponto
importante para o presente estudo, uma vez que um dos maiores problemas para a
industria € a oxidacdo do atum fresco, sendo necessario o desenvolvimento e/ou
descoberta de novas técnicas que permitam a conservacgdo a longo prazo do peixe fresco.
Com a adicéo dos extratos de macroalgas pretende-se atribuir propriedades antioxidantes
aos revestimentos. Em relacdo a quantificacdo dos polifendis totais verificou-se um
destague para o revestimento com extrato de Fucus vesiculosus, com valor superior aos
outros revestimentos (p<0,05).

Como entre as solucBes de revestimento G e GC ndo existiram diferencas
estatisticamente significativas, realizou-se a quantificacdo de polifendis separadamente a
gelatina de pele de atum e aos extratos de Codium spp e Fucus vesiculosus. A gelatina
apresentou maior valor do que o extrato de Codium spp, 0,042+0.006 e 0,024+0,009 mg
EAG/mI, respetivamente. Assim conclui-se que o extrato de Codium spp nédo contribui
para o aumento da capacidade antioxidante dos revestimentos estudados. O extrato de
Fucus vesiculosus apresentou uma quantificacdo de polifenois de 0,408+0,056mg
EAG/mI.

No entanto, estes resultados ndo devem ser considerados isoladamente, pois a

gelatina e o glicerol presente nos revestimentos podem interferir nos resultados obtidos.
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De acordo com Blanco-Pascual et al (2014) e Kadam et al (2015), certos aminoacidos
aromaticos e agucares podem contribuir para o0 aumento do contetdo fendlico, devido a
capacidade destas substancias de reagir com o reagente Folin-Ciocalteu. Assim, torna-se
de extrema importancia a avaliacdo da capacidade de reducdo de DPPH.

Os resultados obtidos mostram que na capacidade de redugdo de DPPH né&o
existiram diferencas estatisticas (p>0,05) entre as soluc6es de revestimento (tabela 7). No
entanto existe uma tendéncia dos revestimentos com extrato de algas terem maior
percentagem de reducéo do radical DPPH, principalmente o revestimento de gelatina com
incorporacdo de extrato Fucus vesiculosus. Esta tendéncia pode ser também verificada
com a determinacdo da percentagem de reducdo DPPH na gelatina e dos extratos de
macroalgas, separadamente. A gelatina obteve um valor para a capacidade de reducdo do
DPPH de 11,93+1,66%, 0 extrato de Codium spp de 11,37+1,67% e extrato de Fucus
vesiculosus de 41,17+1,51%. Os valores da gelatina sdo devido a composicdo de
aminoacidos, glicina e prolina, que atribui capacidade antioxidante e capacidade de

reducdo do radical.

4.4 Efeito dos revestimentos produzidos no tempo de
prateleira de atum refrigerado

4.4.1 Parametros fisico-quimicos

As solucdes de revestimentos desenvolvidas no ponto 3.4.1 foram aplicadas em
lombos de atum fresco (tabela 6).

Efetuaram-se analises fisico-quimicas, ao atum armazenado a temperatura de 4°C
ao longo de 12 dias, a diversos parametros, nomeadamente a cor, ABVT, pH, teor de
humidade e textura nas amostras de atum controlo e revestidas com as solucbes G, GC, GF

(aos dias 0, 3, 6, 9 e 12 de amostragem).

4.4.1.1 Teor de Humidade

Os resultados do teor de humidade do atum com e sem revestimento ao longo do

tempo de armazenamento encontram-se representados na figura 5 e no anexo 1.
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Figura 5: Teor de humidade ao longo do armazenamento das amostras de atum, controlo
(Ct), gelatina (G), gelatina com extrato de Codium spp (GC) e gelatina com extrato de Fucus
vesiculosus (GF). Os valores correspondem as médias + desvio padrdo (n=3). Diferencas

estatisticamente significativas cada dia de analise (p<0,05, ANOVA, teste de LSD): *controlo.

A perda de humidade no musculo de peixe ocorre devido a libertacdo de exsudado.
Os resultados obtidos na figura 5 mostram néo haver durante o armazenamento diferencas
significativas entre o controlo e as amostras tratadas em cada tempo (p>0,05), com
excecao do tempo 9 entre o controlo e o tratamento com gelatina (G) onde ocorreu uma
diminuicdo aproximadamente 6%.

Ao longo do tempo de armazenamento foi possivel observar que apenas as
amostras revestidas com gelatina (G) apresentaram diferencas de humidade (p<0,05)
(Anexo 1). Esta diferenca pode ser justificada com a diferenca obtida para o valor inicial
(superior 5%), devido a possivel heterogeneidade das amostras, quando comparando com
os valores iniciais obtidos para as amostras submetidas aos outros revestimentos. Os
restantes tratamentos ndo apresentaram variagdes no teor de humidade ao longo do tempo
de armazenamento.

Um dos problemas derivado da perda de agua, € a perda de suculéncia do atum.
Assim, o objetivo é que o valor do teor de humidade permaneca constante durante o tempo
de armazenamento. Neste estudo, e como referido anteriormente, o teor de humidade

mantém-se constante ao longo tempo independentemente do revestimento considerado,
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contribuido para a manutengdo da qualidade dos lombos de atum durante os 12 dias de
armazenamento, nomeadamente ao nivel da suculéncia.

Khodabux et al (2007), analisaram os teores de humidade de atum fresco, obtendo
valores para atum gaiado (Katsuwonus pelamis) e atum albacora (Thunnus albacares)
entre 66,5-72,3% e 70,3-72,7%, respetivamente. Estes valores estdo proximos dos valores

obtidos apds 12 dias de armazenamento em condicgdes de refrigeragao.

4.4.2 Determinacéo do pH

Os resultados do pH do atum com e sem revestimento ao longo do tempo de

armazenamento encontram-se representados na figura 6 e anexo 2.
6.4+

6.2

%

5.8-_1_{_{[__:[_ ‘}'I‘ . Ea

5.6

pH
HH *

5.4+

5.2

5.0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

COFE COPFE COPFE COPFE O OP&

Dia 0 Dia 3 Dia 6 Dia 9 Dia 12

Figura 6: pH ao longo do armazenamento das amostras de atum, controlo (Ct), gelatina
(G), gelatina com extrato de Codium spp (GC) e gelatina com extrato de Fucus vesiculosus (GF).
Os valores correspondem as médias + desvio padrdo (n=3). Diferencas estatisticamente
significativas cada dia de anélise (p<0,05, ANOVA, teste de LSD): *controlo.

A degradagdo do atum influencia o aumento do valor de pH, devido as reagdes de
degradacGes quimicas de aminoécidos e microbioldgicas, pela producdo de amonia e
TMA.

Analisando a figura 6, verifica-se que o valor de pH ao tempo 0, 3 e 6 dias ndo
apresentar diferencas estatisticamente significativas entre o controlo e os tratamentos
(p>0,05). Relativamente aos tempos 9 e 12, o controlo apresentar um aumento
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significativo nos valores de pH em relagdo as amostras com os varios tratamentos. O
aumento que ocorre do valor de pH aos tempos 9 e 12 nas amostras Ct pode ser explicado
devido as reacdes quimicas e microbioldgica de degradacdo do atum. No entanto, este
aumento nao foi observado nas amostras com revestimento, sugerindo assim que 0s
revestimentos podem criar uma barreira ao oxigénio, tornando a aplicacdo destes de
interesse quando o objetivo é o aumento do tempo de prateleira do atum fresco (\Volpe et
al, 2015). Estes valores estdo também em concordancia com o trabalho de Andrade
(2006), no estudo sobre variacao do valor de pH no atum fresco ao longo do tempo de
armazenamento.

Por outro lado, as amostras Ct, G e GC ao longo do tempo ndo apresentaram
variacdes de pH (p<0,05), enquanto que as amostras com revestimento GF apresentaram
valores estatisticamente diferentes (p>0,05) nos dias 6, 9 e 12 quando comparados com
os dias 0 e 3 (anexo 2). Assim, a diminui¢do do pH que ocorre no dia 6 na amostra GF
pode advir do revestimento aplicado, que levou a producdo de substancias acidas, como
acido lactico.

Um estudo com gelatina de Gudunho (Aluterus monoceros) e 6leos de erva
principe (Cymbopogon citratos) observou-se 0s mesmos resultados para o pH, quando
aplicada em perca (Lates calcarifer) armazenada a 4°C durante 12 dias. O aumento do
pH das amostras de peixe durante o armazenamento foi associado a acumulacdo de
compostos alcalinos como a aménia e TMA, gerados a partir de acbes enzimaticas
microbianas (Ahmad et al, 2012).

Também os estudos realizados por Feng et al (2016) e Wu et al (2014) vdo ao
encontro dos resultados obtidos neste estudo, onde obteram valores superiores para o pH
da amostra do controlo, relativamente as amostras revestidas com solugdes de
quitosano/gelatina de peixe, armazenadas a 4°C. As amostras revestidas proporcionaram
uma inibicéo da degradag&o por microrganismos, levando a uma menor producao de bases

organicas, sendo o pH mais estaveis do que o grupo controlo.
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4.4.3 Indice de substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS)

Na figura 7 e anexo 3 estao representados os resultados do TBARS das amostras
de atum revestidas com 5% de gelatina, 5% de gelatina com 1% extrato de Codium spp.

e 5% gelatina com 1% de Fucus vesiculosus, ao longo do tempo de armazenamento.
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Figura 7: Os TBARS ao longo do armazenamento das amostras de atum, controlo (Ct),
gelatina (G), gelatina com extrato de Codium spp (GC) e gelatina com extrato de Fucus
vesiculosus (GF). LBQ — Limite de boa qualidade (Santos, 2008), LMC — Limite maximo de
consumo (Santos, 2008). Os valores correspondem as médias + desvio padrdo (n=3). Diferencas
estatisticamente significativas em cada dia de analise (p<0,05, ANOVA, teste de LSD): *controlo;
#G; & GC.

Os TBARS indicam a formacdo de produtos de oxidacéo lipidica secundaria, no
qual os perdxidos sdo oxidados em aldeidos e cetonas (Ozogul et al, 2010).

O valor recomendado de TBARS que indica a boa qualidade do peixe
(congelados, refrigerados ou armazenados com gelo) € de 5 mg de malonaldeido/ kg de
produto, sendo admissiveis os valores até 8 mg malonaldeido/ kg de produto (Sallam,
2007, Santos, 2008)

Como pode ser observado pela figura 7, as amostras de atum com e sem aplicacéo
de revestimentos ndo mostraram diferencas significativas aos dias 0 e 6 (p>0,05). No dia
9 as amostras Ct e GC apresentavam valores superiores em relacdo as amostras G e GF

(p<0,05). Ja no tempo 12 a amostra GF apresentava um valor inferior em relacdo aos
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restantes tratamentos (p<0,05), situando-se este Ultimo a baixo do LBQ. As amostras
revestidas com GF apresentaram durante ao longo tempo de armazenamento valores
inferiores ao limite maximo recomendado do limite de boa qualidade. Além disso, 0s
valores obtidos foram tendencialmente inferiores quando comparados com as restantes
amostras. Estes resultados demonstram que a utilizacdo de Fucus vesiculosus ajuda a
inibir oxidacdo da lipidica do atum, pela presenca de composto com atividade
antioxidante presente no extrato da alga (tabela 9). No entanto, em todas as amostras ao
longo do tempo existe um aumento do valor dos TBARS (anexo 3). Este aumento durante
0 armazenamento pode ser atribuido a desidratagdo parcial do peixe e aumento da
oxidacdo dos &cidos gordos insaturados (Nowzari et al, 2013). De referir que os TBARS
estdo relacionados com a alteracdo da cor e da textura do atum, ao longo do tempo de
armazenamento, justificando as alteracdes destes parametros observadas (sera discutido
no ponto 4.4.5 e 4.4.6).

Nowzari et al (2013) relatou também um aumento dos valores TBARS, sendo
maiores para as amostras controlo do que para as amostras com 1% quitosano e 3% de
gelatina de peixe em filetes de truta, armazenadas a 4°C durante 16 dias, indo de acordo

com os resultados do presente estudo.

4.4.4 Teor de azoto basico volatil total (ABVT)

Nos alimentos em geral, o azoto encontra-se principalmente na forma de
proteinas, as quais por acdo das enzimas do proprio alimento ou de microrganismos, sao
hidrolisadas, originando compostos sucessivamente mais simples: proteinas--
polipéptidos--péptidos--aminoacidos.

Na decomposicdo anaerdbica das proteinas e de compostos resultantes da sua
hidrolise, os produtos finais podem ser completamente oxidados, dando origem a
compostos com aromas desagradaveis- sulfureto de hidrogénio, mercaptanos, amonia,
aminas, entre ouros. E o conjunto do amoniaco e das aminas volateis que é doseado na
determinacdo do ABVT, sendo este considerado como um indice de frescura do pescado
e de outros alimentos.

Os resultados obtidos para o teor de azoto basico volatil total (ABVT) das
amostras revestidas ao longo do tempo armazenamento, podem ser observados na figura

8 e anexo 4.
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Figura 8: O ABVT ao longo do armazenamento das amostras de atum, controlo (Ct),
gelatina (G), gelatina com extrato de Codium spp (GC) e gelatina com extrato de Fucus
vesiculosus (GF). LMA — Limite maximo admissivel (Reg. n°1022/2008). Os valores
correspondem as medias + desvio padrdo (n=3). Diferencas estatisticamente significativas em
cada dia de analise (p<0,05, ANOVA, teste de LSD): *Ct; # G.

Na legislacdo portuguesa ndo esta definido qual o limite m&ximo para a presenca
de ABVT em atum fresco, pelo que, no presente estudo o limite maximo admissivel
(LMA) de ABVT considerado foi de 35 mg/ 100 g de produto segundo o Regulamento
(CE) n° 1022/2008. Outros autores tém considerado como limite maximo o valor de 30
mg/ 100 g de produto (Ruiz-Capillas e Moral, 2005; Andrade, 2006). No entanto, nao
existe base cientifica para definir esse valor.

De acordo com a figura 8, o valor do ABVT néo existem diferengas nos valores
de ABVT entre as diferentes amostras aos dias 0 e 6 (p>0,05). No dia 3, apenas o
tratamento com gelatina e extrato de Codium spp apresentou valores superiores em
relagdo ao controlo (p<0,05). No dia 9 de armazenamento, apenas as amostras revestidas
G e GF apresentaram diferengas entre si (p<0,05), esta Gltima com o valor de ABVT
superior.

Ao dia 12, o Ct apresentou um aumento significativo (p<0,05) em relacdo as
restantes amostras com revestimento, passando mesmo o limite maximo admissivel de 35
mg/ 100 g produto. O aumento do ABVT pode ser atribuido a atividade microbioldgica
resultando na acumulagéo de bases volateis, conferindo sabores desagradaveis ao peixe.

Assim, este aumento ja era de esperar, uma vez que era de prever uma degradacdo das
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amostras Ct mais acentuada, relativamente as amostras com revestimento, porque a
gelatina e o glicerol tém propriedade de permeabilidade ao oxigénio (reduzindo a
decomposicdo anaerdbia das proteinas) e os extratos de alga capacidades antimicrobiana
(reduzindo a hidrolise das proteinas) (Bonilla et al, 2012; Chew et al, 2008; Diaz-Rubio
et al, 2008).

Relativamente a evolu¢do dos teores de ABVT ao longo do tempo de
armazenamento das amostras dos varios tratamentos estéo representados no anexo 4. Em
relacdo as amostras Ct e G verificaram-se um aumento significativo dos valores de ABVT
(p<0,05) aos dias 9 e 12 quando comparadas com o dia 0, 3 e 6 e somente no Ct do dia 9
para o dia 12. As amostras GC s6 obtiveram aumentos quando comparado o dia 0 com os
restantes dias. Por fim, as amostras GF apresentaram diferencas (p<0,05) para todos 0s
dias, com excecdo do dia 0 quando comparado com dia 6 e o tempo 9 com o dia 12. As
amostras com revestimento ao longo do tempo armazenamento previnem as reagdes que
desencadeiam o aumento do ABVT, tais como a degradacao microbioldgicas, que leva a
formacéo de substancias azotadas, aménia e TMA, e levando também ao aumento do pH
que se verificou também no presente estudo (figura 6).

Um estudo realizado por Andrade (2006) a atum (Thunnus Atlanticus)
armazenado a 4°C durante 19 dias, apresentou valores de ABVT iniciais entre 14,59 e
14,78 mg de azoto/ 100 g, estando ligeiramente acima dos valores que foram obtidos neste
estudo, e valores ao dia 12 entre 20,32 e 22,58 mg de azoto/ 100 g, valores ligeiramente
abaixo dos que foram obtidos para as amostras com revestimento, G, GC e GF.

Também Nowzari e colaboradores (2013), utilizaram solugdes de revestimento a
base de gelatina de pele de peixe com adicdo de quitosano em filetes de truta
(Oncorhynchus mykiss) armazenados a 4°C durante 16 dias. O valor inicial de ABVT
obtido pelos autores variou entre 14,93 e 18,78 mg/ 100 g e as amostras sofreram um
aumento gradual ao longo tempo, ficando abaixo do valor 23 mg/ 100 g ao fim dos 12

dias de armazenamento.
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4.4.5 Avaliagdo de Cor

Na figura 9 e anexos 5, 6, 7, 8 e 9 estdo representados os resultados obtidos para

0s parametros de cor L*, a* e b*, para as amostras de atum armazenados durante 12 dias.
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Figura 9: Pardmetro a* ao longo do armazenamento das amostras de atum, controlo (Ct),
gelatina (G), gelatina com extrato de Codium spp (GC) e gelatina com extrato de Fucus
vesiculosus (GF). Os valores correspondem as médias + desvio padrdo (n=3). Diferencas
estatisticamente significativas em cada tratamento (p<0,05, ANOVA, teste de LSD): *Dia 0; #
Dia 3; & Dia 6

A cor dos produtos alimentares € um atributo avaliado pelo consumidor no
momento da compra, sendo importante essa avaliacdo e determinacdo (Mousakhani-
Ganjeh et al, 2015). No caso do atum fresco, os consumidores preferem uma tonalidade
vermelha no momento da compra.

Na figura 9, o parametro a* (verde-vermelho) apresentou um decréscimo
significativos do valor entre os tempos de armazenamento O e 12 edia3 paraodia9e 12
para todos os tratamentos (p<0,05). As amostras controlo apresentaram tambem uma
diminuicdo nos valores de a* ao dia 3 quando comparado com o dia 0 (p<0,05). Também
foi observado uma descida do valor no tempo 3 e no tempo 9 e 12 da amostra GF e no

tempo 12 das amostras Ct e G.
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A diminuicdo dos valores do parametro a* observados significa a perda da
tonalidade vermelha dos lombos de atum ao longo do tempo de armazenamento,
fendmeno este que esta relacionado com a oxidacdo da mioglobina, que na presenca de
oxigénio provoca a conversdo da oximioglobina (cor vermelha brilhante) a
metamioglobina (cor castanha) e & oxidacdo lipidica provocando alteragdo de cor
(Wongwichian et al, 2015)

Assim, pode verificar-se que as solucGes de revestimentos desenvolvidas
permitem que a cor vermelha lombos de atum permaneca por mais tempo devido as
propriedades de permeabilidade ao oxigénio e a capacidade antioxidante.

Relativamente aos parametros luminosidade (L*) e variagdo de cor entre o azul-
amarelo (b*) ndo foram observadas diferencas significativas (p>0,05) ao longo do tempo
de armazenamento, quando comparado por cada tratamento(anexo 5 e 7) e por cada dia
de anélise (anexo 6 e 8). Os valores de L* e b* das amostras mantiveram-se constantes
ao longo do tempo.

No parametro a* (variacdo de cor entre o verde e o vermelho) ndo apresentou
diferencas estatisticas em cada dia de analise (p>0,05) (anexo 7), ndo havendo grandes
diferengas da cor vermelha das amostras com 0 mesmo tempo.

As alteragdes de cor também sdo possiveis de observar através das fotografias das
amostras de atum confirmando os resultados obtidos com o colorimetro, sendo o
parametro a* é mais percetivel na perda da cor vermelha. As fotografias dos lombos de
atum do tempo 0, 6 e 12 estdo representadas na tabela 8, sendo que as fotografias dos
tempos todos de armazenamento encontram-se no anexo 10. As amostras revestidas com
gelatina e extrato de algas (Codium spp e Fucus vesiculosus) apresentaram a tonalidade
vermelha até ao dia 9, o que poderéa indicar melhor qualidade visual para os consumidores

(anexo 10) do armazenamento.
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Tabela 10: Amostras de atum ao longo do armazenamento, ao tempo 0, 6 e 12. Controlo
(Ct), gelatina (G), gelatina com extrato de Codium spp (GC) e gelatina com extrato de Fucus

vesiculosus (GF).
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4.4.6 Avaliagdo da textura

Os resultados da textura dos filetes de atum estdo representados atraves do
parametro firmeza (figura 10 e anexo 11) ao longo dos 12 dias de armazenamento a
temperatura de refrigeragéo.
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Figura 10: A firmeza ao longo do armazenamento das amostras de atum, controlo (Ct),
gelatina (G), gelatina com extrato de Codium spp (GC) e gelatina com extrato de Fucus
vesiculosus (GF). Os valores correspondem as medias = desvio padrdo (n=3). Diferengas

estatisticamente significativas em cada tratamento (p<0,05, ANOVA, teste de LSD): *Dia 0.

A determinagdo da textura no presente estudo foi avaliada através de curvas de
penetracdo obtidas pelo software. Foi posteriormente calculada a area que corresponde
ao valor da forca (N) exercida pela sonda aquando a penetra¢do no lombo de atum. Os
valores obtidos refletem assim os valores de firmeza dos lombos, maiores valores indicam
maior resisténcia a penetracdo da sonda e logo uma maior consisténcia dos tecidos
(Mousakhani-Ganjeh et al, 2015).

Durante o tempo de armazenamento, observaram-se algumas alteragdes nos
valores de firmeza das amostras avaliadas, nomeadamente o aumento, principalmente nas
amostras revestidas com GC entre os dias O e 6 e para as amostras revestidas com G e GF
entre os dias 0 e 12 de armazenamento (figura 10). A alteracdo da firmeza no atum pode
estar relacionada com as alteragdes das proteinas do musculo (desnaturagéo proteica que
ocorre durante 0 armazenamento), uma vez que a perda de solubilidade da proteina faz

aumentar a rigidez do musculo, devido a alteracdo na configuracao da proteina (Sikorski,
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1978). E ainda a textura pode tornar-se mais rigida para peixes com teores de lipidos
inferiores a 6% (Sikorski e Kolakowska, 2002).

No entanto, ndo foram verificadas diferencas estatisticas entre os diferentes
tratamentos utilizados em cada dia de analise (p< 0,05) (Anexo 11). Mantendo idénticos

os valores de textura das amostras (Ct, G, GC, GF) quando comparadas no mesmo dia.

4.4.7 Microrganismos mesofilos totais a 30°C

Os resultados dos microrganismos mesofilos totais a 30°C ou contagem de viaveis
totais (TVC), nas amostras durante 0 armazenamento estdo representados na figura 11 e

anexo 12.
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Figura 11: A contagem dos microrganismos mesofilos a 30°C ao longo do
armazenamento das amostras de atum, controlo (Ct), gelatina (G), gelatina com extrato de Codium
spp (GC) e gelatina com extrato de Fucus vesiculosus (GF). LMR- Limite maximo recomendavel.
Os valores correspondem as médias + desvio padrdo (n=3). Diferencas estatisticamente
significativas em cada dia de analise (p<0,05, ANOVA, teste de LSD): *Ct; # G; & GC.

O limite maximo recomendavel para peixes crus para a contagem de
microrganismos mesofilos totais é de 7 log (UFC/g) (Nowzari et al, 2013; Andrade, 2006,
Sallam, 2007).

No inicio do estudo (dia 0) ndo foram encontradas diferencas entre as amostras, 0

que podera indicar a qualidade do pescado no inicio. No terceiro dia de armazenamento
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o revestimento formulado GC foi 0 que apresentou uma menor carga microbiana em
relacdo as amostras Ct e G (p< 0,05). Ao dia 6 de armazenamento, as amostras revestidas
com GF foram as que apresentaram menores valores de microrganismos mesofilos totais
em relacdo as amostras revestidas com G e GC e ao controlo (p<0,05).

A partir dia 9 de armazenamento as amostras controlo apresentaram valores de
microrganismos totais acima do limite maximo recomendavel. As amostras revestidas
com G apenas ao dia 12 de armazenamento apresentaram um valor acima do limite. As
restantes amostras, GC e GF, encontravam-se abaixo do limite de microrganismos
mesofilos totais.

Ao observar a evolugdo da carga microbiana ao longo do tempo de
armazenamento (anexo 12), apenas as amostras revestidas com GC apresentaram
alteracdes, as outras amostras Ct, G GF ndo apresentaram homogeneidade de variancia.

Na amostra GC foi possivel observar diferencas estatisticas entre todos os dias (p<
0,05), com excecéo do dia 0 com o dia 3 e dia 9 com o dia 12.

A introducdo dos extratos das algas Codium spp. e Fucus vesiculosus na gelatina,
permite aparentemente manter a qualidade microbioldgica do pescado durante o tempo
de armazenamento. Isto poderd dever-se ao facto dos extratos de algas conterem
compostos ativos com propriedades antimicrobianas e antioxidantes que desequilibram
as membranas celulares e retardam o crescimento microbiano.

Nowzari et al (2013) e Feng et al (2016), observaram que a aplicacdo de um
revestimento formulado por quitosano e gelatina em filetes de peixe permitiu a
manutencdo da qualidade microbioldgica do pescado até ao final do ensaio (19 e 17 dias,
respetivamente). O mesmo foi observado no presente estudo, onde as amostras revestidas
com gelatina e extrato das algas apresentam uma menor carga microbiana até ao final do
ensaio. Este resultado também podera ser explicado pelas caracteristicas presentes nos
revestimentos, de permeabilidade ao oxigénio (gelatina) e de antimicrobiano (extrato de
algas), retardando o crescimento microbiano.

Por outro lado, o crescimento dos microrganismos esta relacionado também com
outras reacOes de oxidagdo, com 0 aumento das bases azotadas, da oxidac&o lipidica, e
alteracdes na textura, na cor e no aumento do pH. Se observarmos os resultados obtidos
para 0s parametros quimicos e microbiologicos da amostra Ct no dia 12, verificamos que
os valores de ABVT, de pH e dos microrganismos a 30°C, foram superiores as restantes
amostras revestidas. Estes resultados demonstram a relacdo entre o crescimento

microbiano e as restantes alteracdes de qualidade observadas.
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5. Conclusao

O estudo de novas técnicas que permitam aumentar o tempo de prateleira do
pescado fresco é importante, uma vez que atualmente o prazo de validade do pescado
fresco varia entre 3 a 5 dias.

A aplicacéo de revestimentos € assim, uma alternativa ecoldgica e de baixo custo
e que permite a manutenc¢do da qualidade do pescado e consequente aumento do tempo
de prateleira, sem comprometer as caracteristicas da matéria-prima. No presente trabalho
foram desenvolvidos revestimentos a base de gelatina extraida de pele de atum com a
incorporagdo de extratos Codium spp. e extrato Fucus vesiculosus. Os revestimentos
desenvolvidos foram adicionados por aspersao em filetes de atum fresco e o tempo de
prateleira foi avaliado através de andlises fisico-quimicas e microbioldgicas ao longo de
12 dias com armazenamento a temperatura de refrigeracéo 4+1°C.

A extracdo da gelatina de pele de atum que obteve maior rendimento foi realizada
através da adicdo da pepsina, no qual foi possivel obter um rendimento de 28,67+2,83%.

Concluiu-se que as condiges testadas na extragdo de gelatina irdo influenciam o
rendimento final obtido, existindo um aumentando do rendimento com a utilizacdo de
pepsina.

O revestimento de gelatina de pele de atum com extrato de Fucus vesiculosus foi
0 que apresentou maior capacidade de antioxidante.

A aplicacdo do revestimento formulados nos lombos de atum ndo demonstraram
qualquer efeito nas propriedades fisico-quimicas e microbioldgicas avaliadas, ao tempo
0 (dia 0). Sendo um aspeto importante a demostragdo que o revestimento ndo afeta as
propriedades fisico-quimicas, uma vez que os revestimentos utilizados ndo alteram a cor
dos lombos, assim o consumidor ndo sera induzido a rejeitar o produto.

Ao longo do tempo de armazenamento foi possivel verificar que as amostras
revestidas mantiveram os parametros pH, a*, TBARS, ABVT, textura (firmeza) e TVC
mais estaveis relativamente ao controlo.

Do presente trabalho foi possivel observar que a aplicagdo do revestimento de
gelatina com adicdo de extrato de alga, Codium spp. e Fucus vesiculosus, permitiu manter
a qualidade dos filetes revestidos até 9 dias de armazenamento.

A formulacdo/desenvolvimento de revestimentos com gelatina de peixe podera

ser um modo de valorizar os subprodutos da industria do pescado, e 0 seu enriquecimento
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com extratos de algas permitira a aplicagdo num maior numero de produtos e a

valorizacdo econémica dos recursos marinhos.
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6. Perspetivas futuras

Seria interessante efetuar mais estudos a gelatina de pele de peixe como o
desenvolvimento de um protocolo ou método de extragdo “amigo do ambiente” e com um
maior rendimento de extracao.

A avaliacdo sensorial das amostras, com recurso a painéis especializados sera de
elevada importancia, para verificar se notam alteracbes entre o atum com e sem
revestimento

Testar novas concentracdes de gelatina e de extrato de algas e testar diferentes
métodos de aplicacdo no peixe. Seria ainda interessante, aplicar este revestimento com
extratos de algas no atum fresco, combinando com métodos de embalamento diferentes e
ainda com recurso a atmosfera modificada e ao vécuo.

Por fim, avaliar a utilizacdo de gelatina de peixe enriquecida com extratos de algas
na extensdo de outros produtos alimentares, nomeadamente em diferentes produtos

minimamente processados e produtos prontos-a-consumir.
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Anexo 1: Teor de humidade ao longo do armazenamento das amostras de atum, controlo
(Ct), gelatina (G), gelatina com extrato de Codium spp (GC) e gelatina com extrato de Fucus
vesiculosus (GF). Os valores correspondem as médias + desvio padrdo (n=3). Diferencas
estatisticamente significativas em cada tratamento (p<0,05, ANOVA, teste de LSD).

Ct G GC GF
(p-value) | (p-value) (p-value) (p-value)

Dia 3 0,964 0,027 0,532 0,938

Dia 6 0,389 0,003 0,910 0,841
Dia 0

Dia 9 0,521 0,004 0,676 0,678

Dia 12 0,493 0,002 0,344 0,979

Dia 6 0,366 0,190 0,463 0,781
Dia 3 Dia 9 0,550 0,268 0,306 0,734

Dia 12 0,469 0,148 0,132 0,918

Dia 9 0,150 0,821 0,760 0,540
Dia 6

Dia 12 0,925 0,875 0,401 0,861
Dia 9 Dia 12 0,222 0,702 0,586 0,659

Anexo 2: pH ao longo do armazenamento das amostras de atum, controlo (Ct), gelatina
(G), gelatina com extrato de Codium spp (GC) e gelatina com extrato de Fucus vesiculosus (GF).
Os valores correspondem as médias + desvio padrdo (n=3). Diferencas estatisticamente
significativas em cada tratamento (p<0,05, ANOVA, teste de LSD).

Ct G GC GF
(p-value) (p-value) (p-value) (p-value)

Dia 3 0,068 0,312 0,686

Dia 6 0,095 0,205 0,005
Dia0

Dia 9 0,057 0,059 0,006

Dia 12 0,432 0,153 0,002

Dia 6 0,842 0,778 0,01
Dia 3 Dia 9 0,921 0,312 0,012

Dia 12 0,248 0,639 0,003

Dia 9 0,765 0,457 0,892
Dia 6

Dia 12 0,331 0,850 0,504
Dia 9 Dia 12 0,213 0,574 0,425

--- Ndo existe homogeneidade (p>0,05)
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Anexo 3: Os TBARS ao longo do armazenamento das amostras de atum, controlo
(Ct), gelatina (G), gelatina com extrato de Codium spp (GC) e gelatina com extrato de
Fucus vesiculosus (GF). Os valores correspondem as médias + desvio padrdo (n=3).
Diferencas estatisticamente significativas em cada tratamento (p<0,05, ANOVA, teste de

LSD).

Ct G GC GF
(p-value) | (p-value) | (p-value) | (p-value)

Dia 6 0,000 0,100 0,000 0,041
Dia 0 Dia 9 0,000 0,004 0,001 0,001

Dia 12 0,000 0,000 0,001 0,002

Dia 9 0,262 0,058 0,356 0,019
Dia 6

Dia 12 0,939 0,003 0,573 0,060
Dia 9 Dia 12 0,331 0,095 0,705 0,484

Anexo 4: O ABVT ao longo do armazenamento das amostras de atum, controlo (Ct),
gelatina (G), gelatina com extrato de Codium spp (GC) e gelatina com extrato de Fucus
vesiculosus (GF). Os valores correspondem as médias + desvio padrdo (n=3). Diferencas
estatisticamente significativas em cada tratamento (p<0,05, ANOVA, teste de LSD).

Ct G GC GF
(p-value) | (p-value) | (p-value) | (p-value)

Dia 3 0,550 0,138 0,025 0,002

Dia 6 0,076 0,142 0,024 0,538
Dia 0

Dia 9 0,003 0,001 0,005 0,000

Dia 12 0,000 0,000 0,002 0,000

Dia 6 0,195 0,984 0,978 0,005
Dia 3 Dia 9 0,006 0,013 0,342 0,001

Dia 12 0,000 0,006 0,159 0,003

Dia 9 0,038 0,013 0,355 0,000
Dia 6

Dia 12 0,000 0,006 0,166 0,000
Dia 9 Dia 12 0,008 0,668 0,611 0,481

Anexo 5:Parametro L* ao longo do armazenamento das amostras de atum, controlo
(Ct), gelatina (G), gelatina com extrato de Codium spp (GC) e gelatina com extrato de Fucus
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vesiculosus (GF). Os valores correspondem as médias + desvio padrdo (n=3). Diferencas

estatisticamente significativas em cada tratamento (p<0,05, ANOVA, teste de LSD).

Ct G GC GF
(p-value) | (p-value) | (p-value) | (p-value)

Dia 3 0,700 0,971 0,790 0,558

Dia 6 0,345 0,765 0,408 0,225
Dia 0

Dia 9 0,480 0,932 0,653 0,436

Dia 12 0,501 0,807 0,124 0,459

Dia 6 0,565 0,738 0,568 0,508
Dia 3 Dia 9 0,743 0,903 0,853 0,842

Dia 12 0,769 0,779 0,190 0,873

Dia 9 0,801 0,831 0,697 0,640
Dia 6

Dia 12 0,775 0,956 0,433 0,613
Dia 9 Dia 12 0,973 0,874 0,251 0,968

Anexo 6:Parametro L* ao longo do armazenamento das amostras de atum, controlo
(Ct), gelatina (G), gelatina com extrato de Codium spp (GC) e gelatina com extrato de Fucus
vesiculosus (GF). Os valores correspondem as médias + desvio padrdo (n=3). Diferencas
estatisticamente significativas em cada dia de analise (p<0,05, ANOVA, teste de LSD).

Dia 0 Dia 3 Dia 6 Dia 9 Dia 12
(p-value) (p-value) (p-value) (p-value) (p-value)
G 0,522 0,290 0,229 0,269 0,422
Ct GC 0,508 0,848 0,843 0,912 0,606
GF 0,970 0,856 0,579 0,661 0,708
GC 0,210 0,219 0,305 0,314 0,204
© GF 0,499 0,372 0,490 0,484 0,659
GC GF 0,531 0,709 0,719 0,742 0,382

Anexo 7: Parametro a* ao longo do armazenamento das amostras de atum, controlo
(Ct), gelatina (G), gelatina com extrato de Codium spp (GC) e gelatina com extrato de Fucus
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vesiculosus (GF). Os valores correspondem as médias + desvio padrdo (n=3). Diferencas
estatisticamente significativas em cada dia de analise (p<0,05, ANOVA, teste de LSD).

Dia 0 Dia 3 Dia 6 Dia 9 Dia 12
(p-value) | (p-value) | (p-value) | (p-value) | (p-value)
G 0,810 0,146 0,730 0,948 0,967
Ct GC 0,404 0,210 0,392 0,708 0,526
GF 0,555 0,588 0,384 0,766 0,504
GC 0,292 0,811 0,599 0,756 0,500
¢ GF 0,412 0,326 0,588 0,816 0,529
GC GF 0,798 0,447 0,986 0,938 0,210

Anexo 8: Pardmetro b* ao longo do armazenamento das amostras de atum, controlo
(Ct), gelatina (G), gelatina com extrato de Codium spp (GC) e gelatina com extrato de Fucus
vesiculosus (GF). Os valores correspondem as medias = desvio padrdo (n=3). Diferengas
estatisticamente significativas em cada tratamento (p<0,05, ANOVA, teste de LSD).

Ct G GC GF
(p-value) (p-value) (p-value) (p-value)

Dia 3 0,888 0,781 0,861 0,790

Dia 6 0,798 0,799 0,950 0,776
Dia 0

Dia 9 0,766 0,564 0,947 0,851

Dia 12 0,726 0,271 0,906 0,613

Dia 6 0,908 0,982 0,910 0,986
Dia 3 Dia 9 0,875 0,762 0,913 0,936

Dia 12 0,625 0,399 0,954 0,445

Dia 9 0,967 0,744 0,997 0,923
Dia 6

Dia 12 0,547 0,387 0,956 0,435
Dia 9 Dia 12 0,521 0,582 0,959 0,492
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Anexo 9: Parametro b* ao longo do armazenamento das amostras de atum, controlo
(Ct), gelatina (G), gelatina com extrato de Codium spp (GC) e gelatina com extrato de Fucus
vesiculosus (GF). Os valores correspondem as médias + desvio padrdo (n=3). Diferencas
estatisticamente significativas em cada dia de anélise (p<0,05, ANOVA, teste de LSD).

Dia 0 Dia 3 Dia 6 Dia 9 Dia 12
(p-value) | (p-value) | (p-value) | (p-value) | (p-value)
G 0,666 0,327 0,401 0,301 0,446
Ct GC 0,363 0,750 0,827 0,889 0,556
GF 0,926 0,886 0,988 0,906 0,965
GC 0,196 0,207 0,298 0,246 0,195
© GF 0,601 0,267 0,409 0,354 0,422
GC GF 0,411 0,860 0,815 0,796 0,585
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Anexo 10: Amostras de atum ao longo do armazenamento, ao Dia 0, 3, 6, 9 e 12.

Dia 0 Dia 3 Dia 6 Dia 9 Dia 12
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Anexo 11: Parametro a* ao longo do armazenamento das amostras de atum, controlo
(Ct), gelatina (G), gelatina com extrato de Codium spp (GC) e gelatina com extrato de Fucus
vesiculosus (GF). Os valores correspondem as médias + desvio padrdo (n=3). Diferencas
estatisticamente significativas em cada dia de anélise (p<0,05, ANOVA, teste de LSD).

Dia 0 Dia 3 Dia 6 Dia 9 Dia 12
(p-value) (p-value) (p-value) (p-value) (p-value)
G 0,286 0,401 0,751 0,168 0,585
Ct | GC 0,916 0,376 0,337 0,174 0,073
GF 0,256 0,369 0,941 0,128 0,200
GC 0,332 0,962 0,214 0,977 0,130
© GF 0,938 0,950 0,697 0,842 0,378
GC | GF 0,298 0,988 0,372 0,820 0,464

Anexo 12: A contagem dos microrganismos mesofilos a 30°C ao longo do
armazenamento das amostras de atum, controlo (Ct), gelatina (G), gelatina com extrato de Codium
spp (GC) e gelatina com extrato de Fucus vesiculosus (GF). Os valores correspondem as médias
* desvio padrdo (n=3). Diferencas estatisticamente significativas em cada tratamento (p<0,05,
ANOVA, teste de LSD).

Ct G GC GF
(p-value) | (p-value) (p-value) (p-value)
Dia 3 0,867
Dia 6 0,000
Dia0
Dia 9 0,000
Dia 12 0,000
Dia 6 0,000
Dia 3 Dia 9 0,000
Dia 12 0,000
Dia 9 0,002
Dia 6
Dia 12 0,000
Dia 9 Dia 12 0,119

--- N&o existe homogeneidade (p>0,05)
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