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RESUMO

O potencial de biopreservacdo de uma cepa nativa produtora de bacteriocinas foi
avaliada em filetes talhados de hibrido das espécies de peixe pirapitinga (Piaractus
braquypomus) x tambaqui (Colossoma macropomum), procedentes da aqiiicultura,
utilizando anélises microbiolédgicas, fisico-quimicas, sensoriais e de microscopia optica.
Foram feitos trés tratamentos: adi¢do de extrato cru de bacteriocinas produzidas por
Lactobacillus plantarum LPBM10, acido lactico pH 6,53 e agua destilada (controle) a
filetes embalados a vacuo. Estes filetes foram armazenados a 3°C durante 30 dias. As
provas microbioldgicas ndo apresentaram diferenca significativa na contagem total de
mesofilos entre os tratamentos. A contagem total de psicrotréfilos alcangou valores de
5,2 ciclos log; 6,7 ciclos log e 6,4 ciclos log (P<0,05) para os filetes tratados com
extrato cru de bacteriocinas, acido lactico e controle respectivamente, no dia 30 de
armazenamento. Para coliformes totais a contagem inicial de 2.6 ciclos log, foi mantida
até o final do armazenamento. A contagem de coliformes fecais, ao finalizar o periodo
de armazenamento, diminuiu 1,5: 2,1 e 1,3 ciclos log para os filetes tratados com
extrato cru de bacteriocinas, acido lactico e dgua destilada (controle) respectivamente.
Analise fisico-quimica de BVT-N apresentou o menor valor (19,3 mg BVT-N/100g)
para o tratamento com extrato cru de bacteriocinas. O valor inicial do &cido
tiobarbitirico TBA foi de 0,93 mg malonaldehido/kg para todas as amostras, e teve o
menor aumento para o tratamento com bacteriocinas (0,97 mg) no final do periodo. As
observagdes microscopicas mostram a menor alteragdo na degradacdo do tecido
conectivo € o menor incremento do espago entre as fibras musculares dos filetes
tratados com extrato cru de bacteriocinas. A analise sensorial demonstrou que o talhado
foi efetivo na diminui¢do da percep¢do das espinhas intramusculares, obtendo as

melhores pontuagdes nos filetes talhados e tratados com bacteriocinas.

Palavras-chave: Bacteriocinas, peixes, Lactobacillus plantarum LPBM10, aqiiicultura,

vida util, tecido conjuntivo.
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ABSTRACT

The biopreservation potential of a native bacteriocin producer strain was evaluated in
gashed fillets of hybrid pirapitinga (Piaractus braquypomus) x tambaqui (Colossoma
macropomum) farmed fish, using microbiological, physico-chemical, sensory and
optical microscopy analysis. Three treatments were used: addition of crude bacteriocin
extract produced by Lactobacillus plantarum LPBM10, lactic acid pH 6.53 and distilled
water (control), to the vacuum packed fillets. These were stored at 3°C for 30 days.
Microbiological assays did not show significant differences among the viable
mesophilyc counts for any of the treatments. Psicotrophic total counts reached values
of 5.2 cycles log; 6.7 cycles log and 6.4 cycles log (P<0.05) for crude bacteriocin, lactic
acid and control treatments respectively at the end of the period. For total coliforms the
initial count of 2.6 cycles log was maintained until the end of storage. The count of
fecal coliforms diminished 1.5, 2.1 and 1.3 cycles log by the end of the study for the
fillets treated with crude bacteriocins, lactic acid, and distilled water (control)
respectively. Physical-chemical analysis for total volatile basic nitrogen (TVB-N)
showed the lowest value (19.3 mg TVB-N/100g) for bacteriocin treated fillets. The
thiobarbituric acid TBA initial values of 0.93 mg malonaldehyde/kg for all samples,
increased the least for the bacteriocin one (0.97 mg by the end of the period.)
Microscopic observations showed the lowest alteration in the weakening of connective
tissue and the smallest increment in the space among muscular fibers for the treatment
with crude bacteriocin extract. Sensory analysis indicated that gashing the fish fillets
was effective in decreasing the perception of intramuscular bones, yielding the best

scores in gashed fillets treated with bacteriocin.

Key words: Bacteriocin, fish, Lactobacillus plantarum LPBMI10, aquaculture, shelf-

life, connective tissue.
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1 INTRODUCAO

A aqliicultura ¢ uns dos setores produtores de alimentos que mais rapido tem crescido e
conseguido no mundo o reconhecimento de “Alternativa para contribuir com a
diminui¢do da pobreza, com seguranga alimentar e com a geragdo de divisas para os
paises em desenvolvimento” FAQ, (2003).

Segundo dados da FAO, (2004) a pirapitinga (Piaractus brachypomus) € o tambaqui
(Colossoma macropomum) sdo espécies de alta producdo em alguns paises da América
do Sul. A produgdo do hibrido obtido de estas dois espécies alcanga notdveis vantagens
na industria da aqiiicultura. Na Colombia a produ¢@o da pirapitinga e do tambaqui de
viveiro tem-se incrementado na ultima década, alcangando 12.023 toneladas para o ano
2003, sendo a segunda espécie mais utilizada pela piscicultura, depois da tilapia. Os
paises produtores da regido como Argentina, Brasil, Bolivia, Peru e Venezuela reportam
18.4333 toneladas para esta mesma época. Este fato de particular significado, pelo
crescimento em estes paises tem sido constante. Em décadas passadas (1970 a 2000) o
crescimento tem sido 7 vezes mais rapido que nos paises desenvolvidos. Colombia
contribuiu com 61.786 ton, equivalente ao 7.1% da producdo no ano 2000, os ingressos
foram de US$258 milhdes equivalentes ao 8,6% do total em latinoamérica. Dentro dos
organismos da aqiiicultura cultivados em Latinoamérica, a FAO reporta a “Cachama”
ou “pirapitinga” com 2.5% da produgao total para esse mesmo ano.

O consumo per capita de produtos da aqiiicultura tem aumentado mais de 8 vezes, de
0,71 kg em 1970 para 7,87 kg no ano 2004, com um incremento anual médio de 7,3%.
O peixe como alimento tem algumas vantagens nutricionais quando comparada com

outras carnes, sendo fonte de proteina animal de alta qualidade e energia altamente
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digestiva, fonte rica de acidos graxos poliinsaturados Omega-3 vitaminas A, D, E B,
minerais e oligoelementos (Ca, P, Fe, [ y Se), segundo FAO (2003).

Na América latina entre 1988 ¢ 1997, os cultivos intensificaram-se através do uso de
tecnologia mais avangada, manejo tecnicamente adequado, equipamento ¢ adequagdes
as normas e exigé€ncias para exportar o produto, aumentando de 53.000 t em 1988 para
203.000 t em 1997. A Colombia contribuiu nesse periodo com 19,1% da tilapia
(Oreochromis spp) e com o 65% da pirapitinga (Piaractus brachypomus) produzida,
sendo que de 1992 a 1997 o numero de aqiiiculturas dobrou. O cultivo da Cachama ou
pirapitinga incrementou-se significativamente chegando a 12.000 t/ano, e toda esta
producdo foi comercializada no mercado doméstico, e a produgdo de tilapia foi de
16.000 t/ano, sendo que a produgdo total alcangou 37.000 t/ano (Hernandez-Rodriguez
et al., 2001).

Colombia ¢ a quinta poténcia mundial em recursos hidricos continentais. Conta com
1.500 quilometros de rios, 3 milhdes de hectares de aguas superficiais e 2,5 milhdes de
hectares de pantanais. Tem uma precipitagdo média anual de 3.000 milimetros, o que
representa um aporte significativo para seus recursos hidricos, principalmente se
confronta com a média de precipitagdo mundial que ¢ de aproximadamente 900
milimetros, e com a de América do Sul que ¢ de 1.600milimetros. A pirapitinga ¢ uma
espécie de grande importancia comercial, amplamente cultivada em sistemas intensivos
e semi-intensivos em escala industrial (FAO, 1994; INPA, 1995).

Junto com o crescimento da piscicultura, também tem-se identificado sérios
problemas no momento de comercializar os produtos da piscicultura de agua doce,
afetando diretamente a produtores e consumidores. Estes problemas tém a ver com as
limitadas formas de comercializacdo dos produtos da aqiiicultura. O peixe fresco ¢
oferecido e comercializado unicamente como peixe inteiro, geralmente com escamas,
com altos riscos de contaminacdo, deterioragdo e limitada vida util. O fenomeno

referido gera graves problemas de comercializacdo para a industria piscicola,
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dificultando seu crescimento e impedindo a geracdo de novos consumidores. Isto
acontece especialmente em cidades populosas onde o consumo per capita ¢ baixo, pois
os atuais produtos provenientes da piscicultura oferecem poucas alternativas no
relacionado com o desenvolvimento de novos produtos. Neste sentido seria conveniente
para o desenvolvimento do setor da piscicultura, oferecer alternativas tecnoldgicas que
possibilitem o comércio destes produtos através de apresentagdes diferenciadas, com
valor agregado e em especial, com uso de biopreservantes.

Por outro lado, tem sido reportado em varios trabalhos, que cada espécie ictica uma vez
oferecida como peixe fresco, apresenta variados tempos de vida util, situagdo dada por
aspetos fisiologicos, microbiologicos, quimicos, histologicos, fisicos, sazonais,
condi¢bes de estocagem e atributos sensoriais, que devem ser estabelecidos para cada
espécie na elaboracdo de protocolos de processamento e beneficio de acordo com suas
caracteristicas (Genigeorgis e Riemann, 1979; Iwamoto et al., 1987; Liston, 1992; FAO
1995; Church, 1998; Bosknaes et al., 2001).

Atualmente, os sistemas de biopreservagdo para diferentes produtos alimentares
merecem ampla pesquisa, pelas vantagens e seguranga que oferecem a saide dos
consumidores. Além disso, existe uma pressdo para diminuir e proibir cada vez mais o
uso de preservantes e aditivos quimicos nos alimentos. (European Union 1998; FAO
1995; ICMSEF, 1998).

Alguns produtos da aqiiicultura para seu comércio e exportagdo sdo submetidos a
severas regulacdes por parte de varios paises. Para o Salmao defumado por exemplo,
nos Estados Unidos ¢ exigido “zero tolerancia” para Listeria monocytogenes em 25 g de
carne, ¢ na Franca ¢ proibido a utilizagdo de preservativos, antioxidantes e

estabilizadores (Duffes et al., 1999).
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1.1 AS ESPECIES

A “Cachama”, ¢ a denominagdo popular de Piaractus braghypomus e Colossoma
macropomum na Colombia, em outros paises recebe os seguintes nomes: Pirapitinga e

tambaqui (Brasil) e Paco (Peru).

Figura 1. Pirapitinga (Piaractus brachypomus) na parte superior e tambaqui, na parte

inferior (Colossoma macropomum) obtidas de viveiro.

A pirapitinga e o tambaqui sdo espécies nativas dos rios Amazonas, Orenoco e seus
afluentes. Podem alcangar 79 cm de comprimento ¢ 18 a 20 kg de peso. Os
exemplares desta espécie t€ém semelhanca com o pacu (Piaractus mesopotamicus).
Em cativeiro alcanga 0,9 a 1 kg de peso no primeiro ano.

A pirapitinga e tambaqui foram adaptadas com sucesso para o cultivo em cativeiro e
sdo espécies indicadas para o policultivo, visto sua capacidade de aproveitar varios
tipos de alimentos disponiveis no viveiro. E rustica e tolera baixos teores de oxigénio
dissolvido na agua. Atualmente, fazem parte das principais espécie nativas nos

empreendimentos de piscicultura em virtude da disponibilidade de alevinos.
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1.2 SISTEMAS DE CONSERVACAO DE ALIMENTOS

1.2 1 BIOPRESERVACAO

As bactérias acido lacticas t€ém uma importante fungdo na conservagdo dos alimentos,
assim como seus metabdlitos. Varias destas bactérias isoladas de produtos lacteos,
carneos e peixes, foram detectadas por possuirem propriedades antibacterianas,
atribuidas aos produtos finais de seu metabolismo, tais como acido lactico, acético,
diacetilo, acetaldeido, perdxido de hidrogénio e bacteriocinas (Sakar e Bonerjee, 1996).
Estes compostos antimicrobianos possuem propriedades para garantir seguranca e
extensao da vida util dos alimentos (Luke e Earnshaw, 1994). Porém, a biopreservacao
proporciona condi¢gdes para estender a vida Util e aumentar a seguranga dos alimentos
pelo uso de uma microbiota natural ou controlada ¢ de seus produtos antimicrobianos
(Lewus et al. 1991; Vescovo et al. 2006).

As bactérias acido lacticas ndo necessitam oxigénio para crescer, sdo tolerantes a
presenga de CO,, nitritos, fumaga, elevadas concentragdes de sal e toleram baixos
valores de pH (Garcia et al., 1995). Devido a estas caracteristicas o pescado e carnes
frescas e maturadas e embalados a vacuo favorecem o crescimento destes
microrganismos. O crescimento de bactérias lacticas também tem sido associado a perda
da capacidade de infec¢@o de alguns virus, como da peste africana em embutidos crus
curados (McKercher et al., 1978).

Por outro lado, a ingestdo de bactérias lacticas viaveis do género Lactobacillus, tem um
efeito nutricional importante, porque estas incrementam a qualidade nutritiva dos
alimentos, controlam as infec¢des intestinais, facilitam a digestdo da lactose, sdo
antimutagénicas, inibem o desenvolvimento de alguns tipos de cancer e estimulam a

imunidade (Hilmi e Yusulf, 2000; Fernandez e Shahani, 1990; Gonzalez et al., 1993).
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Tecnologicamente as bacteriocinas sdo as sustancias antimicrobianas mais interessantes
produzidas pelas bactérias lacticas. Devido a sua natureza protéica se inativam pelas
enzimas proteoliticas do trato gastrointestinal e ndo parecem ser toxicas nem
imunogénicas em animais de experimentacdo, resultando em interessantes sistemas para
ser utilizados como conservantes em alimentos (Hernandez et al., 1993; Requena e
Pelaez, 1995). Geralmente as bacteriocinas produzidas pelas bactérias acido lacticas
sdo termo-resistentes, o que sugere que sua atividade depende de estruturas pequenas e
pouco complexas, possivelmente sem estrutura terciaria. De outra parte, as bacteriocinas
sdo geralmente estaveis a pH acido ou neutro. Existem exce¢des interessantes, por
exemplo, a nisina produzida por Lactococcus lactis, foi a primeira bacteriocina
descoberta em 1928 e aceita como aditivo para alimentos nos Estados Unidos a partir de
1988. Esta bacteriocina apresenta solubilidade e estabilidade 6tima a pH 2 e diminui sua
efetividade, na medida em que aumenta o pH até valores de 6. Este fato gera uma
desvantagem tecnoldgica quando utilizado em alimentos ndo acidos (Ross, 2002).

A nisina ¢ utilizada em pelo menos 45 paises. Embora sua utilizagdo para aumentar a
vida util e qualidade sanitaria de carnes e peixes estd limitada por sua escassa
solubilidade pelo pH destes produtos, sua interacdo com os fosfolipidios e a dificuldade
para a sua produgdo in situ, ja que, o Lactococcus lactis nao se desenvolve nem produz
nisina na carne refrigerada (Delves-Broughton, 1990).

Existem varios exemplos nos quais tem-se reportado a inibicdo de bactérias
deteriorantes e patogénicas por parte de bacteriocinas (Klaenhammer, 1988, 1993).
Considera-se que as bacteriocinas produzidas por bactérias 4acido laticas agem
geralmente sobre a despolarizacdo das células da membrana ou através da inibi¢do da
sintese da parede celular (Higazi et al. 1996; Cleveland et al. 2001) ou pela inibi¢cdo da

atividade Rnase ou Dnase (Lazdunski, 1988).
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As bacteriocinas mais interessantes produzidas por pediococos de origem carneo
incluem a pediocina AcH, produzida por Pediococos acidilactici H, sendo antagonista
de bactérias Gram-positivas como Clostridium perfringes, Listeria monocytogenes ¢
estafilococcus aureus (Buhnia et al., 1988) e a pediocina PA-1 produzida por
Pediococos acilactici PAC 1.0, que é bactericida para outras bactérias lacticas e L.
monocytogenes (Marugg et al., 1992). Ainda com a existéncia de proteases endogenas
da carne, a pediocina PA-1 ¢ ativa durante um periodo extenso de tempo em filetes de
carne refrigerada contaminados com L. monocytogenes, reduzindo as contagens deste
microrganismo entre 1-2,5 ciclos logaritmicos.

A utilizacdo das bacteriocinas na conservagdo de carnes e pescados, tem tomado
importancia recentemente nos Estados Unidos, sendo patenteados diferentes
bacteriocinas para prolongar a vida util, como por exemplo, bacteriocina de P.
acidilactici para produtos carneos com pH entre 6 e 5.5, nisina com agentes quelantes e
surfactante para inibir bactérias gram-positivas e gram-negativas em carnes, pescados,
ovos e queijos, entre outras (Cleveland et al., 2001).

As bacteriocinas produzidas pelos géneros Leuconostoc e Carnobacterium, inclui a
leuconocina S produzida por Leuconostoc paramesenteroides (Lewus et al., 1992) e as
carnobacteriocinas A ¢ B de Carnobacterium piscicola LV17 (Ahn e Stiles, 1990)
ativas contra espécies dos géneros Bacillus e Clostridium. Porém as carnobacterias tém
a vantagem de ndo serem muito aciduricas, apresentam o inconveniente de ser
heterofermentativas, produzindo pequenas quantidades de CO,. Este fato pode dificultar
sua utilizagdo para a produgao in situ de bacteriocinas na carne e pescado.

Segundo estudos feitos com Lactobacillus plantarum, este organismo apresenta

importancia em alimentos fermentados como vegetais, produtos carneos, pescado e
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cereais (Rekhif et al. 1994; Fricourt et al. 1994), e muitas cepas estdo relacionadas com
o desenvolvimento da atividade antimicrobiana (Daeschell et al. 1990).

Os primeiros estudos com substincias antimicrobianas produzidas por Lactobacillus
plantarum foram feitos por Kodama (1952), onde determinou-se que a bactericiona
lactolicina mostra diferentes propriedades e espectro de inibi¢do quando comparada
com nisina e diplococcina. Posteriores pesquisas demonstraram a eficacia de compostos
antagonistas produzidos por cepas de Lactobacillus plantarum na inibicdo de
Estafilococcus aureus (Andersson, 1986). Outros estudos feitos com diferentes cepas de
L. plantarum identificaram e caracterizaram algumas bacteriocinas, entre elas
plantaricina, que mostraram a¢do antagonista para determinadas cepas de bactérias
acido lacticas (Andersson et al.,1988; Jimenez-Diaz et al., 1990).

Em outro estudo feito por Fricourt et al., (1994) onde isolaram Lactobacillus plantarum
BF001 do bagre do canal (Ictalurus puntactus) refrigerado, encontrou-se uma
substancia antimicrobiana denominada plantaricina F, ativa contra Lactobacillus,
Lactococcus, Listeria, Micrococcus, Leuconostocs, Pediococcus, Estafilococcus,
Salmonela e Pseudomonas.

De outra parte, a cepa de Lactobacillus plantarum BN isolada da carne e peixe produz
bacteriocinas ativas contra patdgenos incluindo Listeria monocitogenes e Aeromonas
hydrophila (Lewus et al. 1991), e Clostridium botulinum (Okereke e Montville, 1991;
Lewus e Montville, 1992).

Estudos feitos por Feltrin (1997) e Fiorentini (1999) com Lactobacillus plantarum BN,
demonstram como ¢ possivel cultivar este microrganismo, utilizando meios de facil
obteng¢do e baixo custo, para posteriormente utilizar seus produtos antimicrobianas na

conservagao de carnes refrigeradas.
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1.2.2 EMBALAGEM COM ATMOSFERA CONTROLADA

O acondicionamento em embalagens com atmosfera controlada, modificada ou a vacuo
(AC, AM, EV) ¢ um processo tecnoldgico de preservagdo de alimentos, que consiste em
expor os alimentos a auséncia de ar (vacuo), controlando a multiplicagdo de
microrganismos, a acdo enzimatica ¢ oxidacdo, principais mecanismos de deterioragdo
de alimentos. Junto ao processamento minimo esta tecnologia permite um acréscimo
significativo na oferta do pescado, com qualidade e baixo custo, proporcionando uma
nova alternativa de renda para produtores e industrias. H4 30 anos, toda a tecnologia ¢
denominada de atmosfera controlada. Quando na realidade ndo se controla totalmente a
atmosfera ao redor e dentro do produto, esta terminologia estava tecnicamente errada.
Embora este termo tenha se consolidado e continue sendo utilizado habitualmente para
descrever, de forma geral, as tecnologias que modificam o ambiente gasoso para manter
durante um maior tempo a qualidade dos alimentos (Brody, 1996)

A embalagem a vacuo (EV) consiste na eliminagao total do ar do interior da embalagem
sem que seja substituido por outro gas. Na EV existe uma diferenca de pressdo entre o
exterior e o interior da embalagem.

Os alimentos metabolicamente ativos embalados a vacuo, como o pescado, continuam
com suas atividades respiratdrias, consumindo assim, a pequena quantidade de oxigénio
presente nos tecidos do produto, aumentando o vacuo e produzindo didxido de carbono
e vapor de agua. Considera-se que depois de dois dias os niveis de CO, atingem niveis
de 20-30% (Waites, 1988; Boknaes et al., 2002). Do ponto de vista pratico, a EV de um
produto metabolicamente ativo, se transforma, portanto, em uma embalagem com

atmosfera modificada.
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Quando pescados e carnes refrigerados sdo conservados em condicdes aerdbias, as
Pseudomonas sdo os principais microrganismos deteriorantes, representando até 90% do
total da populagdo microbiana. Ao contrario, em condigdes anaerdbias, com elevados
niveis de CO,, como acontece nas embalagens a vacuo de pescados e carnes, o
crescimento da microbiota aerdbia se inibe, ao passo que se estimula a microbiota
lactica de crescimento mais lento. Na embalagem a vacuo predominam os
microrganismos do género Lactobacillus e outras bactérias lacticas como Leuconostoc
sp. e Carnobacterium (Randell et al. 1997).

Segundo Asensio et al., (1988) nas carnes e pescados embalados a vacuo e mantidos a
temperatura entre 0-5°C, bactérias lacticas ndo produzem odores nem sabores
desagradaveis, nem a mioglobina se oxida a metamioglobina. Também considera que o
principal limitante da EV seja a influéncia na cor, possivelmente pela acdo das bactérias
acidolaticas.

A literatura relata varias pesquisas realizadas sobre EV em pescado. Tém-se estudado
aspetos microbiologicos em varias espécies de peixe, e avaliado sensorial, quimica e
fisicamente os atributos que sdo afetados por utilizar este sistema para prolongar a vida
util sob refrigeracao.

As embalagens em atmosfera modificada e a vicuo tém-se convertido em pratica
popular, sendo utilizada como técnica para a preservacao de alimentos, reduzir a

deterioragdo e aumentar a vida util dos produtos da aqiiicultura (Church, 1998).

1.3 MUDANCAS MICROBIOLOGICAS E SENSORIAIS NA CARNE DE PEIXE

Os aspectos microbiologicos e sensoriais sdo fundamentais para avaliar a seguranca e

vida ttil dos produtos da aqiiicultura embalados a vacuo. Na literatura encontram-se
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estudos especificos que determinam o risco microbiologico de produtos pesqueiros e da
aqiicultura de consumo popular em diferentes paises. Além disso, estes estudos sdo
acompanhados de andlises sensoriais que poderiam relacionar a deterioragdo
microbioldgica com alteragdes de sabor, odor, aparéncia e textura (Garcia et al., 1995).
Em termos gerais considera-se que a extensdo da vida util de peixes e filetes embalados
a vacuo depende da espécie de peixe, carga microbioldgica inicial, tipos de organismos,
temperatura de armazenamento e integridade da embalagem (Joffraud et al., 2006). Na
pesquisa feita por Lyhs et al. (2001) trabalhando com a qualidade microbioldgica e vida
util da truta arco iris “gravad” (com adicdo de NaCl e actcar) embalada a vacuo e
mantida em refrigeracdo de 3°C e 8°C, encontraram que a deterioragdo do produto
aconteceu depois de 27 e 20 dias respectivamente. A contagem de bactérias mesofilas e
psicrofilas foi 10°-107 UFC/g a 3 °C e 10’ — 10® UFC/g a 8 °C. As bactérias produtoras
de H,S constituiram a maior propor¢do para bactérias psicrofilas. A contagem para
bactérias acido laticas foi baixa. Os resultados sensoriais determinaram impréprios para
o0 consumo humano com contagens para mesofilos e psicrofilos superiores a 10° ¢ 10
UFC/g para as amostras a 3°C e 8°C, respectivamente. A principal razdo para o rejeito
sensorial foi por odores amoniacais ¢ mudangas na coloragao. A vida util foi
determinada com base nas analises microbioldgicas e sensoriais em 20 dias para 3°C e
18 dias para 8 °C.

As bactérias 4acido laticas (BAL) formam parte da composicdo da microbiota
deteriorante dos peixes embalados a vacuo e resfriados. Magnusson e Traustadottir
(1982) encontraram dominancia destas bactérias para “herring” defumado e Pauladan-
Muller et al. (1998) para salmio defumado e truta arco-iris, entre outros varios autores.
Embora, o efeito das BAL na deterioragdo dos produtos da aqiiicultura as vezes pode ser

benéfico, como pdr exemplo, a produgdo de sustdncias antagonistas naturais por BAL
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pode prolongar a vida util e inibir o crescimento de patégenos contaminantes (Sarkar e
Banerjee, 1996; Hugas, 1998;). Este conceito ¢ conhecido como biopreservacido e
recentemente tem surgido um grande interesse para colocar em pratica esta tecnologia.
Sobre outras bactérias deteriorantes e patogénicas, considera-se que o inadequado
manejo da temperatura de armazenamento facilitam um rapido crescimento. Entre estas
se encontram Salmonella, Stafilococus aureus e Escherichia coli quando foi utilizada
embalagem a vacuo em filmes de alta e baixa densidade (Genigeorgis, 1985). A
temperatura minima requerida para a produgdo de enterotoxinas aerobias e anaerobias
considera-se de 10°C para peixes embalados a vacuo (Goepfert e kim, 1975;
Genigeorgis, 1985).

De outra forma, os peixes dos tropicos sdo mais estaveis a temperaturas de refrigeracao
que peixes de climas temperados. Isto provavelmente acontece pela baixa incidéncia de
microrganismos psicrotroficos nos tropicos. Nestes casos a deterioragdo dos peixes pode
ser demorada e seguida de toxigénese (Gonzalez-Rodriguez et al., 2002). De acordo
com Liston (1992), a maior conservacao de peixes provenientes de aguas tropicais, seria
devido a presenca de uma microbiota tipicamente mesofila, pouco adaptada as
temperaturas de refrigeragdo. Além disso, esta microbiota teria atividade metabdlica

diferente da psicrotrofica, com menor produgdo de compostos de degradacao.

1.4 ASPECTOS HISTOLOGICOS SOBRE A TEXTURA DA CARNE “POS

MORTEM™

A firmeza ¢ considerada um fator importante para avaliar a qualidade da carne de peixe
e fundamental no momento de comercializar o produto. Estudos demonstram que com

alguma freqiiéncia, a carne de peixe amolece depois de 24 horas de estocagem sob
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refrigeragdo (Montero e Borderias, 1990; Muchizuki e Sato, 1996; Suarez et al., 2006).
Estudos nesste sentido sdo realizados principalmente em peixes marinhos para
determinar a causa do amolecimento “pds mortem” na carne dos peixes, embora poucos,
os realizados nas espécies de agua doce, sendo alguns em carpa (Cyprinus carpio) e
truta (Oncorhynchus mykiss, Salmo irideus) (Ando et al.1999; Suarez et al. 2007).

O colageno constitui 0 maior componente do tecido conectivo no musculo dos peixes, e
demonstra exercer uma importante funcdo na textura da carne dos peixes (Sato et al.
1986). Por outro lado, estudos histologicos t€ém demonstrado que o tecido conectivo
pericelular pode ser degradado mais intensamente durante a estocagem sob refrigeracao
que o tecido conectivo intersticial (Ando et al. 1991, 1995; Kubota et al. 1996). Suarez
et al. (2007) determinou que a perda de textura da carne de matrinxa (Brycon cephalus)
como efeito da super refrigeracdo depois de 24 horas de estocagem, foi devido a
degradacdo do tecido conectivo pericelular e em menor grau a deterioragdo da linha Z.
Segundo estas consideracdes, se faz necessario realizar observagdes histologicas na
carne das espécies nativas, para determinar sua possivel incidéncia na perda de

qualidade durante o armazenamento sob refrigeracdo e utilizando embalagem a vacuo.
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CAPITULO I

UTILIZACAO DE BACTERIOCINAS PRODUZIDAS POR Lactobacillus
plantarum LPBM10 NA VIDA UTIL DE FILETES DO HiBRIDO DE
PIRAPITINGA Piaractus brachypomus x TAMBAQUI Colossoma macropomum
EMBALADO A VACUO
USE OF BACTERIOCINS PRODUCED BY Lactobacillus plantarum LPBM10 ON
THE SHELF LIFE OF CACHAMA HYBRID FILLETS Piaractus brachypomus x
Colossoma macropomum VACUUM PACKAGED
Hector Suarez-Mahecha'”, Alicia De Francisco®, Luiz Henrique Beirdo®
' Departamento de Ingenieria Agricola y Alimentos, Facultad de Ciencias

Agropecuarias, Universidad Nacional de Colombia sede Medellin, Colombia.

? Departamento de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Centro de Ciéncias Agrarias,
Universidade Federal de Santa Catarina. Floriandpolis, Brasil.

"Departamento de Ingenieria Agricola y Alimentos, Bloque 14 oficina 400, Universidad
Nacional de Colombia, Calle 59A #63-20 Medellin-Colombia

RESUMO

O potencial de biopreservacdo de uma cepa nativa produtora de bacteriocinas foi
avaliada em filetes do peixe hibrido de pirapitinga x tambaqui, obtido da aqiiicultura.
Foi adicionado um extrato cru de bacteriocinas produzidas por Lactobacillus plantarum
LPBMI10 a filetes de hibrido de pirapitinga (Piaractus brachypomus) x tambaqui
(Colossoma macropomum) embalados a vacuo e¢ armazenados a 3°C durante 30 dias.
Foi realizada a avaliagdo da vida 1til, tendo em conta trés tratamentos, extrato cru de
bacteriocinas, acido lactico e controle. A contagem total de mesofilos ndo apresentou

diferenca entre os tratamentos. A contagem total de Psicrotrofilos alcangou valores para
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os filetes tratados com extrato cru de bacteriocinas, acido lactico e controle de 5,2 ciclos
log; 6,7 ciclos log e 6,4 ciclos log (p<0.05), respectivamente, no dia 30 de
armazenamento. Para coliformes totais a contagem inicial foi de 2,6 ciclos log,
mantendo este mesmo valor até o final do armazenamento. A contagem de coliformes
fecais, ao finalizar o periodo de armazenamento, diminuiram 1,3, 1,5 e 2,1 ciclos log
para os filetes controle, tratados com extrato cru de bacteriocinas e acido lactico
respectivamente. A andlise de BVT-N mostra os melhores resultados para o tratamento
com extrato cru de bacteriocinas e finalizando com 19,3 mg BVT-N/100g. Os resultados
da analise sensorial demonstram que a maior faixa de aceitabilidade ¢ encontrada no

tratamento com extrato cru de bacteriocinas.

Palavras-chave: Bacteriocinas, peixes, Lactobacillus plantarum LPBM10, aqliicultura,

vida util.

ABSTRACT
Biopreservatives for a native strain bacteriocin producer was evaluated on fillets of
cachama hybrid. It was added a raw extract of bacteriocin produced by Lactobacillus
plantarum LPBMI10 to fillets of cachama Piaractus brachypomus x Colossoma
macropomum hybrids vacuum-packed and stored at 30°C during 30 days. The
evaluation was undertaken with three treatments, raw extract of bacteriocins, lactic acid
and control. There were not differences among treatments in the Mesophylic count. The
count of psychophylic reached values for the fillets treated with raw extract of
bacteriocins, lactic acid and control of 5.2 cycles log, 6.7 cycles log and 6.4 cycles log
(P<0.05), respectively, for the day 30 of storage. For total coliforms an initial count of

2.6 cycles log was obtained, maintaining a same value until the end of storage. The
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count of faecal coliforms, when concluding the period of storage diminished 1.3, 1.5
and 2.1 cycles log for the fillets control treaties with raw extract of bacateriocins and
lactic acid, respectively. The analysis of BVT-N showed the best results on treatment
with raw extract of bacteriocins and concluding with 19.3 mg BVT-N/100g. Sensorial
analysis results showed the biggest acceptability range for the treatment with raw

extract of bacteriocins.

Key words: Bacteriocins, fish, Lactobacillus plantarum LPBM10, Aquaculture, useful

life.

1 INTRODUCAO
A pirapitinga Piaractus brachypomus e o tambaqui Colossoma macropomum sao
espécies de alta producdo em alguns paises da América do Sul. A produc¢io do hibrido
obtido a partir destas duas espécies, alcanga notaveis vantagens na industria da
aquiicultura. Na Colombia, a producdo da aqiiicultura da pirapitinga e do tambaqui tém
incrementado na Ultima década, alcangando 12.023 toneladas no ano de 2003, sendo a
segunda espécie mais utilizada pela piscicultura, depois da tilapia. Os paises produtores
da regido, como Argentina, Brasil, Bolivia, Peru e Venezuela, reportam 18.4333

toneladas para esta mesma época (1).

A carne de peixe e particularmente os filetes sdo altamente pereciveis, limitando
principalmente a vida util devido a deterioragdo microbiana. Neste sentido, o
crescimento microbiano pode apresentar risco para a saude dos consumidores quando

existem organismos patogénicos envolvidos (2), especialmente durante a utilizagdo de
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refrigeragdo e embalagem a vacuo, onde alguns microorganismos podem sobreviver e

crescer, incluindo salmonelas, coliformes e bactérias esporuladas.

A utilizacdo de alguns dos géneros das bactérias acido lacticas (LAB) como
Lactobacillus, Leuconostoc, Lactococcus ou seus produtos antimicrobianos como as
bacteriocinas, sdo alternativas na biopreservagdo de produtos minimamente processados
e mantidos sob refrigeragdo (3). As bacteriocinas produzidas por LAB sdo peptideos
geralmente degradados por proteases intestinais, com especifica atividade
antimicrobiana e com diferentes aplicagdes no campo da protecao dos alimentos (4).

Diferentes autores destacam as espécies do género Lactobacillus como os principais
antagonistas de microorganismos patogénicos e deteriorantes em produtos de pescado

(5,6,7, 8).

As espécies de Lactobacillus produzem uma variedade de compostos antimicrobianos
que diferem no seu espectro inibitorio, modo de acdo, estrutura e propriedades
bioquimicas. Sabe-se que diferentes bacteriocinas produzidas por Lactobacillus
plantarum possuem efeito antagdnico em organismos gram-positivos e em alguns casos
em gram-negativos. Neste sentido, a plantarricina F produzida por Lactobacillus
plantarum BF001, microorganismo isolado do catfish (Ictalurus puntactus), é
considerada um efetivo antagonista de Lactobacillus, Lactococus, Listeria,
Micrococcus, Leuconostocs, Pediococus, Staphylococcus, Streptococcus, Salmonella e
Pseudomonas (9). Ainda que varios estudos mostrem diferentes bacteriocinas
produzidas por bactérias acido lacticas (BAL) isoladas de carnes, pescados e produtos
lacteos, s6 algumas poucas bacteriocinas tem sido testadas e aplicadas na

biopreservacao de filetes de peixe (10, 11, 12).
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O objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito das substincias antimicrobianas tipo
bacteriocinas produzidas por Lactobacillus plantarum LPBMI10, sobre a vida util de
filetes de peixe embalados a vicuo e armazenados a 3°C, usando pardmetros indicadores

de qualidade microbiologicos, fisico-quimicos e sensoriais.

2 MATERIAL E METODOS

Amostras de peixes

Os peixes hibridos de pirapitinga x tambaqui foram obtidos do Centro de Investigacion
Piscicola de la Universidad de Cordoba - CINPIC, Monteria, Colombia, em setembro de
2006. Os peixes capturados do viveiro foram imediatamente abatidos por meio de
pungdo no cérebro e transportados ao laboratério. O peso e comprimento médio dos
peixes foi respectivamente 590+87 g e 32+1.7 cm. Os filetes com pele foram obtidos
manualmente usando faca asséptica. O peso médio dos filetes foi 32.4% do peso inicial
dos peixes.

O extrato concentrado de bacteriocinas foi adicionado a superficie de cada filete na

quantidade de 1ml utilizando uma pipeta. Os tratamentos foram os seguintes:

T1: Extrato concentrado de bacteriocina: 1ml contendo 40mg de extrato concentrado de
bacteriocinas produzidas por L. plantarum LPBM10.

T2: Acido lactico: 1ml de acido lactico ajustado a pH 6.32, estimado previamente
durante a embalagem a vacuo do filete.

T3: Controle: 1ml agua destilada
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Cada filete foi separadamente embalado a vacuo e armazenado sob refrigeracdo (3 +
0.5°C) durante de 30 dias.

As analises foram realizadas durante os seguintes dias de armazenamento: 0, 5, 10, 15,
20, 25 e 30 dias. Os filetes foram submetidos a andlises microbioldgicas, quimicas e

sensoriais, em triplicatas.

Produciio e concentracao de bacteriocinas a partir de L. plantarum LPBM10

A cepa nativa de L. plantarum LPBMI10 foi subministrada pelo Laboratorio de
Biotecnologia microbiana da Universidad Nacional de Colombia sede Medellin. Um
inoculo inicial de 10® UFC/mL del L. plantarum LPBM10, foi cultivado em caldo MRS
a 30°C por 72 horas em camara de anaerobiose. Posteriormente centrifugado a 3000 rpm
durante 20 minutos (13). Os sobrenadantes foram esterilizados por filtragdo em
membranas (Milipore, poro 0,45 mm/diametro 47 mm) e tratados com d&cido

tricloroacético para obter a bacteriocina concentrada.

Determinacio da atividade de extrato cru de bacteriocinas

A determinag@o da atividade do extrato cru de bacteriocinas foi avaliada sobre a Listeria
monocytogenes mediante o método de difusdo em pogos (14). Foi utilizado 10* — 10°
UFC /mL de Listeria monocytogenes e semeados em caldo BHI e 1% de dagar,
posteriormente abertos os pocos e inoculados com 40mg do extrato cru de bacteriocinas
neutralizado, filtrado e incubado a 30°C durante 24 horas. Depois do periodo de

incubagao a presenca do halo inibitoério comprova a atividade da bacteriocina.
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Embalagem a vacuo e armazenamento

Os filetes de cada tratamento incluindo o controle foram embalados em sacolas de
polietileno de baixa densidade com barreira de transmissdo de oxigénio de 29-45
ml/O,/m?/ 24h/atm medido a 23° C ¢ barreira de permeabilidade a gases de 10-15 g /m’
/ 24h /medido a 38°C marca CRYOVAC, utilizando uma empacotadora a vacuo

WEBOMATIC 82246 (West Germany).

Analises microbiologicas

Foram realizadas as seguintes determinagdes: contagem viavel de microorganismos
mesofilos (CVM), contagem viavel para psicrotrofilos (CVP), coliformes totais,
coliformes fecais, salmonella e sulfito redutor. A metodologia utilizada segundo as
normas do Instituto Nacional de Vigilancia de medicamentos e alimentos (15) da

Coldémbia.

Determinacao de mesofilos e psicrotrofilos: 10g de amostra foram adicionadas em 90ml
de agua peptonada, homogeneizada e realizada a dilui¢ao 107,107 e 107 Ap6s, 1 ml de
cada diluigio foi semeado em 15 mL de Agar Plate Count e incubado a 35°C + 2 °C
durante 48 horas. O resultado foi expresso em UFC/g. Os psicrotrofilos foram

incubados a 7°C + 0.5 °C durante 5-7 dias.

Determinacdo da salmonella: 25g de mostra homogeneizada foi adicionada a 225ml de
peptona buferada e incubada a 35 + 2°C por 16 a 24 horas. Para o cultivo em caldo de
enriquecimento seletivo foi tomado 1mL da solugdo de peptona incubada e colocada em

caldo tetrationato, agregando 2 gotas de Lugol e 2 gotas de verde brilhante a 0.1%,
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sendo entdo incubada a 35°C + 2°C por 18 a 24 horas. O meio de cultivo seletivo

utilizado foi agar XLD e agar SS incubado a 35°C + 2°C por 24 horas.

Determinacdo de esporas sulfito redutores: 10g de amostra homogeneizada foi
adicionada a 90ml de peptona universal e foram entdo realizadas dilui¢oes 10", 107 10°
3. O meio de cultivo utilizado foi agar SPS, colocado em anaerobiose e incubado a 35°C

+ 2°C por 72 horas.

Determinacao de coliformes totais e fecais: 10g de amostra foi pesada, homogeneizada
e semeada em caldo Fluorocult LMX. Nove tubos contendo 10mL de Fluorocult LMX
foram subdivididos em trés amostragens: trés receberam 10mL da amostra; trés
receberam ImL da amostra e trés receberam 0.1mL de amostra. As amostras foram
homogeneizadas utilizando-se vortex para cada tubo e incubadas a 35 °C + 2°C por 24
a 48 horas. A leitura foi realizada por fluorescéncia e reativo Kovac’s e os dados
reportados como niimero mais provavel (NMP).

Os resultados microbiolégicos em unidades formadoras de colénia (UFC g') foram

transformados em logaritmo.

Analises quimicas

Para a determinagdo das bases volateis totais de nitrogénio foi utilizado o método
proposto por Goulas & Kontominas, (16) onde 10g de amostra da carne de peixe foi
moida com 50ml de agua destilada usando um picador Moulinex. O material foi
adicionado a 200ml de agua destilada em um becker de 500ml e destilado apds a adigao
de 2g de MgO e uma gota de silicone para prevenir a formag¢ao de espuma. Um

Erlenmeyer de 250ml contendo 25mlde solucdo 3% de acido borico, 0.04ml de
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vermelho metilo e azul de metileno como indicadores para o tratamento do aménio foi
utilizado para receber o destilado. A destilagdo foi continuada até atingir um volume
final de 125ml do destilado obtido. A solucdo de acido bérico vira a verde quando ¢
alcalina pelo destilado de bases volateis totais de nitrogénio (BVTN). A solucdo foi
tratada posteriormente com solugdo 0.1 N de acido hidroclorico. A destilagdo ¢
concluida quando a cor do destilado vira a rosado pela adi¢do gota a gota do acido
hidroclorico. A quantidade de BVTN em mg/100g da carne de peixe foi calculada do
volume (V) de &cido hidroclérico adicionado e sua concentracdo (C) pela seguinte
equagao:

(V' x C x14 x100)

%mg BVTN = 0

Avaliacio sensorial

A analise sensorial foi realizada pelo método tradicional de julgar a qualidade dos
filetes de peixe. Foram avaliadas as caracteristicas sensoriais como aparéncia, cor e
aroma por cinco julgadores treinados. A pontuacdo foi baseada sobre uma escala
hedonica de nove pontos (Tabela 1) onde 1 corresponde a desgostei extremamente e 9
gostei extremamente. O valor sensorial de 4 foi tomado como a faixa minima de

aceitabilidade (17).

Analise estatistica
Todos os ensaios foram realizados em triplicata. O efeito dos diferentes tratamentos
sobre os filetes embalados a vacuo e refrigerados a 3°C + 0.5°C foi avaliado pela analise

de variancia (ANOVA) e aceito como diferenga significativa p < 0.05.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Mudancas microbioldgicas

As mudangas na microbiota dos filetes do hibrido de pirapitinga x tambaqui durante a
armazenagem a vacuo a 3°C para os trés tratamentos; bacteriocinas produzidas por L.
plantarum LPBM 10, acido lactico e controle, sdo apresentados na figura 1.

A contagem inicial para os Mesofilos (4.8 log UFC™) indica bom estado inicial de
qualidade dos filetes. Os filetes embalados a vacuo e armazenados a 3°C =+ 0.5°C
inoculados com 40mg de extrato cru de bacteriocinas produzidas por L. plantarum
LPBMI10, alcangaram 5.7 ciclos log para mesofilos aos 30 dias de armazenamento,
frente a os filetes tratados com acido lactico 6.3 ciclos log e os filetes controle 6.6 ciclos
log (Fig. 1). Ainda que ndo tenha sido apresentada diferenca (P> 0,05) entre os
tratamentos, observa-se que os filetes tratados com extrato cru de bacteriocinas,
diminuem em 0,9 ciclos log a contagem de mesofilos frente & amostra controle. No dia
10 de armazenamento, o extrato cru de bacteriocinas conseguiu diminuir a populacdo
inicial de mesofilos, mostrando atividade bactericida. A partir do dia 14 de
armazenamento os mesofilos voltaram a crescer, embora o comportamento do extrato
cru de bacteriocinas possa ser considerado bacteriostatico para o final do periodo

estudado.

A contagem inicial para Psicrotrofilos foi de 4.6 ciclos log, alcangando valores para os
filetes tratados com extrato cru de bacteriocinas, acido lactico e controle de 5.2 ciclos
log, 6.7 ciclos log e 6.4 ciclos log (P<0.05), respectivamente, para o dia 30 de
armazenamento. Os filetes tratados com o extrato cru de bacteriocinas diminuiram no

minimo 1.2 ciclos log, controlando a populagdo de psicrotrofilos, comparado com os
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filetes controle e 1.5 ciclos log frente ao tratamento com acido lactico, no final do
periodo de armazenamento, mostrando um efeito bacteriostatico. Nos primeiros 10 dias
de armazenamento ndo se observou controle de psicrotrofilos (incremento de 1.3 ciclos
log) por parte do extrato cru tipo bacteriocinas, embora se observasse um
comportamento bactericida (diminui¢do de 0.47 ciclos log) a partir do dia 10 até o dia

25 de armazenamento.

Para coliformes totais se obteve uma contagem inicial de 2.6 ciclos log, mantendo este
mesmo valor pelos 30 dias de armazenamento, logrando controlar esta populagdo nos
filetes tratados com extrato cru de bacteriocinas. Para os filetes tratados com &cido
lactico e o controle, o valor alcangado no final do periodo de armazenamento foi de 3
ciclos log. A partir do dia 5 de armazenamento os trés tratamentos tém um
comportamento bactericida frente a coliformes totais € um novo crescimento a partir do
dia 15, embora nos filetes tratados com extrato cru de bacteriocinas, a populacdo
incrementada de coliformes totais tenha diminuido até valores similares ao dia 0, no

final do periodo de armazenamento.

Os coliformes fecais iniciaram com contagem de 2.6 ciclos log, no final do periodo de
armazenamento diminuiram 1.3 ciclo log, 1.5 ciclos log e 2.1 ciclos log nos filetes
controle, tratados com extrato cru de bacteriocinas e acido lactico, respectivamente. E
evidente que a diminuic¢do ao longo do tempo foi devido as condi¢des geradas dentro da
embalagem a vacuo, como no caso do efeito do CO, produzido pelos filetes, devido a
respiracdo anaerobica e pelo desenvolvimento de bactérias dcido-lacticas que seriam

antagonistas de coliformes fecais.
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Durante o desenvolvimento do trabalho ndo se detectou Salmonela nem organismos
sulfito-redutores nos filetes de pirapitinga x tambaqui.

Ainda que a deterioracdo dos filetes de peixe nas condi¢des anaerobicas geralmente
possa ser atribuida as bactérias acido-lacticas BAL (18), existe uma consideravel
confusdo sobre o rol deste grupo nos filetes de peixe embalados a vacuo. Trabalhos de
inoculacdo de espécies de Carnobacterium e Lactobacillus (19, 7) sugerem que o
potencial deteriorador das BAL ¢ varidvel e as enzimas autoliticas podem levar a
deterioracdo. A utilizacdo de extratos crus de sustancias bacteriocinas, bacteriocinas ou
associacdo de BAL para preservar a carne de peixe, mostra efetividade na extensao da
vida util e maior variabilidade no efeito sobre alguns microorganismos. A utilizacdo de
salmdo defumado embalado a vacuo (13), demonstrou efeito bactericida ou
bacteriostatico dependendo do numero de células utilizadas, Lactobacillus casei foi
bacteriostatico quando inoculado a 6 log UFC/g e mais bactericida a 8 log UFC/g,
embora os melhores resultados tenham sido obtidos na associacdo de Lactobacillus

casei e Lactobacillus plantarum com 6 log UFC/g de inoculo (20).

O efeito bacteriostatico ou bactericida observado nos filetes de pirapitinga x tambaqui
usando o extrato cru de bacteriocinas, mostra uma cinética que poderia ser explicada
pela interferéncia na matriz alimentar de compostos tais como gordura ou enzimas
proteoliticas, junto a presenga de CO, gerado na embalagem a vacuo. Varios autores
consideram a embalagem a vacuo depois de 48 horas, para carnes e peixes frescos,
como uma embalagem de atmosferas modificadas (21, 22). Os resultados obtidos no
presente trabalho corroboram com os obtidos por outros autores, quando utilizaram
amostras de carne de salmao defumado embalado a vacuo, mantido armazenado por 20

dias a 3.5°C e tratados com uma substancia tipo bacteriocina (STB) produzida por C.
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piscicola. No meio de crescimento TSB ndo observou-se inibicdo e a microbiota
psicrotrofila apresentou o mesmo perfil de desenvolvimento que o controle sem
bacteriocina. Entretanto, quando utilizado em salmao, apresentou uma demora inicial no
crescimento até os cinco dias, mostrando um efeito bacteriostatico até 15 dias de
armazenamento (23). O fendmeno de novo crescimento de psicrotrofilos logo apds 48h
também foi observado quando foi testada a adi¢do de nisina, lactocina 705 e enterocina
CRL35 frente a diferentes microorganismos psicrotrofilos no meio TSB (24).

A cinética de inibi¢do com diminuicdo de coldnias viaveis no inicio ou durante o
periodo de armazenamento, seguido de um novo crescimento dos sobreviventes,
também tem sido reportada quando se adicionam bacteriocinas ou extratos cru de
bacteriocinas individualmente, relatando-se que em presenca da mistura de varias
substancias antimicrobianas ¢ produzida imediata inibi¢do das cepas indicadoras
testadas. Estes resultados poderiam sugerir a aparicdo de células resistentes na
populacdo (25, 26). Por outro lado, a atividade do extrato cru de bacteriocinas
(40mg/ml) poderia ter sido insuficiente para inibir mesofilos e coliformes fecais. Outros
autores (27) consideram que os fatores intrinsecos e extrinsecos associados aos
alimentos podem interferir na efetividade das bacteriocinas: elas podem ser inativadas
por componentes como proteases, lipidios € microorganismos ou sua atividade pode ser
afetada durante o processamento (temperatura, exsuda¢do). Além disso, a produgdo e

r

persisténcia de atividade das bacteriocinas nos alimentos ¢ muito dificil de medir,
provavelmente devido a interagdo “produto-embalagem”, onde a transferéncia da

atividade poderia ser observada da carne de peixe a embalagem no periodo de

armazenamento (27, 28).



36

Mudancas nas bases volateis totais de nitrogénio (BVT-N)

Os resultados das mudangas nas bases volateis totais de nitrogénio (BVT-N) de filetes
de hibrido pirapitinga x tambaqui embalado a vacuo durante 30 dias de armazenamento
a 3°C sdo mostrados na figura 2.

As bases volateis totais incrementaram seu valor inicial 15.7mg BVT-N/100mg
tratamento controle e acido lactico o dia 15, o limite (30mg BVT-N/100g) (29).
entretanto, uma diminuicdo nos valores ¢ observada a partir do dia 15 com um leve
aumento no final do periodo de armazenamento. Pelo contrario, no tratamento com
extrato cru de bacteriocinas os valores foram estaveis até o dia 20 de armazenamento,

incrementando no dia 25 e finalizando com 19.3 mg BVT-N/100g (p<0.05).

O incremento dos valores de BVT-N nos tratamentos com acido lactico e controle,
frente ao tratamento de extrato cru de bacteriocinas, ao longo do periodo de
armazenamento, poderia estar influenciado pela interagdo entre as bactérias acido-
lacticas, originadas na embalagem a vacuo, e na contaminagdo bacteriana inicial (30).
alem disso, outros autores atribuem baixos valores BVT-N obtidos no salmio defumado
pela interagdo entre populacdes de bactérias, quando foi inoculado com L. sakei frente a
psicrotrofilos produtores de BVT-N (31). No presente estudo o tratamento com extrato
cru de bacteriocinas mostra esta tendéncia, ao manter controlada a populagdo de
bactérias picrotrofilas. De outra parte nossos resultados ndo concordam com os obtidos
por outros autores (32) onde altos valores para aminas biogénicas sdo obtidos com
sustancias bacteriocinas produzidas por L. sakei no salmao defumado.

Uma compreensdo sobre a ecologia microbiana ¢ essencial para o desenvolvimento de
técnicas de biopreservagdo que objetivem melhorar a vida util e seguridade dos

alimentos. A identificacdo do comportamento de bactérias deterioradoras em peixe
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submetido a biopreservacdo tem sido dificil, provavelmente porque diferentes grupos de
bactérias estdo envolvidas em diferentes condi¢des (33), onde o substrato, a composicao
de nutrientes, os parametros fisicos e quimicos sdo determinantes na selegdo,
crescimento ¢ atividade deterioradora de microorganismos na carne de peixe
biopreservada. Além disso, a interacdo entre microorganismos determina a selegdo,
metabolismo e subseqiiente via de atividade dos organismos deterioradores, dificultando

sua compreensao.

Analise sensorial

Os resultados da andlise sensorial de filetes de hibrido de pirapitinga x tambaqui
embalado a vicuo durante 30 dias de armazenamento a 3°C sdo mostrados na figura 3.
Com o incremento do periodo de armazenamento, a vida util dos filetes diminuiu. As
caracteristicas do deterioro avaliadas pelos julgadores foram: aparéncia, cor e aroma. As
pontuacdes obtidas para os atributos de aparéncia e cor, foram superiores ao limite de
aceitabilidade estimado em 4. Ndo obstante, o tratamento com extrato cru de
bacteriocinas conseguiu a melhor pontuagdo no final do periodo de armazenamento
(p<0.05). Para o atributo aroma, o tratamento com 4cido lactico e controle esteve fora
da faixa de aceitabilidade, embora o tratamento com extrato cru de bacteriocinas tenha
registrado um alto grau de aceitabilidade por parte dos julgadores (p< 0.05) no final do
periodo de armazenamento. Para os atributos de aparéncia e cor a pontuacdo obtida foi
superior ao limite estabelecido para o final do periodo, sendo superior no tratamento

com extrato cru de bacteriocinas (p< 0.05).

A cor opaca, a opacidade, descoloracdo da pele e a presenca de “off odour” foram as

principais causas atribuidas as pontuacdes obtidas nos tratamentos. Em concordancia
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com os resultados da avaliacdo microbiologica e sensorial, poderia considerar-se as
enzimas proteoliticas como responsaveis pelo impacto sobre a perda de qualidade dos
filetes de peixe, mas ndo sempre sdo responsaveis pelos caracteristicos “off flavor” e
“off odour” que sdo tipicos da atividade microbiana (34). Também ¢ possivel que as
bactérias psicrotroficas, ainda que presentes em baixo nivel, participem no deterioro
porque estes microorganismos podem produzir fortes “off odour” quando foram
inoculados em salmdo defumado e refrigerado (35, 36). Similares resultados foram
reportados por outros autores (30) quando utilizaram extrato cru de bacteriocinas
produzidas por C. divergens V41 em salmdo defumado mantido sob refrigera¢do, onde
fortes “off flavor” e “off odour” foram detectados pelos julgadores. Entretanto, outros
autores (37) relatam que ndo ha uma clara relacdo entre alguns microorganismos e
mudangas sensoriais em produtos da piscicultura embalados a vacuo. No presente
estudo somente o tratamento com acido lactico e controle, no dia 25 de armazenamento
apresentou rejei¢do sensorial no atributo aroma, mostrando diferenga estatistica em
relacdo ao tratamento com extrato cru de bacteriocinas. Esta rejeicdo sensorial ndo
coincide com a contagem de bactérias, porque nao excede o limite considerado como
deteriorado (< 10’ UFC/g), embora o desenvolvimento de “off odour” seja o resultado
da atividade microbiana (6). Neste estudo foram utilizados filetes com pele,
possivelmente incrementando as contagens bacterianas iniciais e incidindo no aroma
com produtos do metabolismo microbiano, onde se demonstra que o tratamento com

extrato cru de bacteriocinas foi efetivo.

O presente estudo contribui para o reconhecimento do comportamento de bactérias

deteriorantes em filetes de pirapitinga x tambaqui biopreservados com um extrato cru de
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bacteriocinas, sendo importante observar que os efeitos preservativos ndo influiram
negativamente sobre as caracteristicas sensoriais.

A atividade antagdnica mostra ser um importante agente biopreservante, que poderia ser
utilizado em filetes de pirapitinga x tambaqui embalados a vacuo e refrigerados. Esta
consideracdo tem validade uma vez que matriz e temperatura utilizadas facilitam a

atividade das substancias bactericidas.
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Tabela 1. Analise sensorial

Observacgao (amostra do filete) Valor
Gostei extremadamente 9
Gostei muito 8
Gostei moderadamente 7
Gostei ligeiramente 6
Me ¢ indiferente (ndo gostei, ndo desgostei) 5
Desgostei ligeiramente 4
Desgostei moderadamente 3
Desgostei muito 2

Desgostei extremadamente
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Figura 1. Comportamento microbiologico do extrato de bacteriocinas produzidas por L.

plantarum LPBMI10 em filetes talhados de hibrido de pirapitinga x tambaqui

embalado a vacuo durante 30 dias de armazenamento a 3 °C para Mesofilos (a),

Psicrotrofilos (b), Coliformes totais (c) e Coliformes fecais (d).
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talhados de hibrido de pirapitinga x tambaqui embalado a vacuo durante 30 dias de
armazenamento a 3 ’C.
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CAPITULO II.

Caracterizacao fisico-quimica e atributos sensoriais de filetes talhados de hibrido
de Piaractus brachypomus x Colossoma macropomum embalados a vacuo sob

refrigeracio

H. Suérez—Mahechaa’l, A. De Franciscob, L. H. Beirﬁob, S. Pardo-Carrasco®
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Abstract
Physicochemical and sensory changes were evaluated to cachama hybrid fillets
Piaractus brachypomus x Colossoma macropomum biopreserved with a crude
bacteriocin extract produced by Lactobacillus plantarum LPBM10, vacuum-packed and
stored at 30°C during 30 days. The evaluation was performed with three treatments,
crude bacteriocin extract, lactic acid and control. The pH values decrease throughout the
entire storage period reaching levels of 6.20 at the end of the period. The initial value of
TBA for the fillets was of 0,93 mg malonaldehyde/kg, the highest values in TBA were

obtained up the day 10 of storage. For this period the lactic acid treatment reached the
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highest value and the lower were observed for the control treatment. The analysis of
TVB-N showed the best results for bacteriocin treatment and concluded with 19.3 mg
TVB-N/100g. The results of sensory analysis for fresh and cooked cut fillets showed the
best acceptability scores for the crude bacteriocin extract treatment.

Key words: Bacteriocins; Lactobacillus plantarum LPBM10; Modified atmosphere

packaging; Quality changes; Shelf life.

1. Introducio
O frescor da carne ¢ um parametro de qualidade que pode se deteriorar rapidamente.
Devido ao incremento na demanda por produtos da aqiiicultura de alta qualidade, t€ém-se
intensificado a procura de métodos e tecnologias que preservem as caracteristicas
sensoriais e vida util da carne fresca de peixe. Alimentos embalados a vacuo ou em
atmosferas modificadas apresentam maior durabilidade (Manju et al 2007). Ainda que
esta tecnologia ofereca um risco potencial de seguranga nos produtos da aqilicultura por
estar relacionada ao Clostridium botulinum tipo E, os consumidores mostram
preferéncias pelo manuseio destes produtos devido ao bom aspecto, embalagem com
seguridade, atrativa, aparéncia higiénica e extensdo da vida util, caracteristicas que
favorecem o continuo incremento de produtos da agiiicultura (Ozogul & Ozogul, 2006).
Este método de embalagem pode ser complementar a utilizagdo de métodos de
biopreservacdo juntamente com a refrigeracdo para manter a alta qualidade,
proporcionando seguranca, reduzindo as perdas econdmicas e favorecendo a oferta de
novos produtos, como os filetes de alguns peixes que até o momento ndo eram
destinados a este propdsito. A utilizagdo de agentes biopreservantes como as
bacteriocinas tém sido consideradas um método ideal pela inocuidade, seguranca e

efetividade no controle de bactérias gram-positivas e gram-negativas (Vazquez,
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Gonzalez, & Murado, 2006; Degenhardt e Sant'anna, 2007) se apresentando na
atualidade como uma alternativa para diminuir a utilizacdo de aditivos e compostos
preservativos de origem quimica.

Em relacdo a preferéncia de consumo, parte da populagdo que consome peixe nio esta
habituada ao consumo de espécies que apresentem espinhas intramusculares,
dificultando a comercializagdo ¢ consumo das mesmas. Nesse sentido, embora o hibrido
de pirapitinga (Piaractus brachypomus) e tambaqui (Colossoma macropomum)
apresentem espinhas intramusculares, sdo espécies economicamente importantes na
aqiiicultura e de grande demanda em alguns setores da populacdo de diversos paises da
América do Sul. O filete ¢ a por¢cdo comestivel de maior demanda por parte dos
consumidores, entretanto, a oferta de filetes de espécies que apresentam espinhas
intramusculares se torna complexo devido a escassez de tecnologias para mitigar o
efeito indesejavel ocasionado no momento do consumo da carne de peixe. O proposito
do presente trabalho foi valorizar os filetes de hibrido de pirapitinga x tambaqui
embalados a vacuo num sistema de biopreservagdo e refrigeracdo, através de testes

sensoriais e fisico-quimicos.

2. Material e métodos

2.1 Empacotamento e condi¢oes de armazenamento

Os peixes hibridos de pirapitinaga x tambaqui Piaractus brachypomus x Colossoma
macropomum foram obtidos do Centro de Investigacion Piscicola de la Universidad de
Cordoba - CINPIC, Monteria, Colombia em setembro de 2006. Os peixes capturados do
viveiro foram imediatamente abatidos por meio de pungao no cérebro e transportados ao
laboratério. O peso e¢ comprimento médio dos peixes foi de 590+£87g e 32+1.7 cm

respectivamente. Os filetes com pele foram obtidos manualmente usando una faca
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asséptica. O peso médio dos filetes foi 32.4% do peso inicial dos peixes. Em cada filete
em posicdo lateral interna foram realizados cortes profundos, paralelos e
perpendiculares a espinha dorsal (talhado), a uma distancia de 3 mm entre cada corte,
em sentido antero-caudal. A pele foi conservada intacta para proporcionar estabilidade
ao filete.

O extrato concentrado de bacteriocinas produzida por Lactobacillus plantarum
LPBMI10 foi fornecido pelo laboratéorio de Microbiologia Industrial do grupo de
pesquisa em Biotecnologia Microbiana da Universidad Nacional de Colombia sede
Medellin. Este extrato, contendo 40mg de proteina tipo bacteriocinas, foi adicionado a
superficie de cada filete em quantidade de 1 mL utilizando uma micropipeta.

Os tratamentos foram os seguintes:

T1: Extrato concentrado de bacteriocina: ImL contendo 40mg de extrato concentrado
de bacteriocina produzidas por L. plantarum LPBM10.

T2: Acido lactico: 1mL de acido lactico ajustado a pH 6,32, estimado previamente
durante a armazenagem a vacuo do filete.

T3: Controle: 1mL agua destilada

Cada filete talhado foi empacotado a vacuo em sacolas de polietileno de baixa
densidade com barreira de transmissao de oxigénio de 29-45 ml/O,/m?/ 24h/atm medido
a 23°C e barreira de permeabilidade a gases de 10—15 g /m” / 24h /medido a 38°C marca
CRYOVAC, utilizando uma empacotadora a vacuo WEBOMATIC 82246 (West
Germany), ¢ armazenado sob refrigeragdo (3 + 0.5°C) por um periodo de 30 dias. As
analises foram realizadas aos 0, 5, 10, 15, 20, 25 e 30 dias da armazenagem. Os filetes

em triplicatas foram submetidos a anélise fisico, quimico e sensorial.
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2.2 Andlise fisico-quimica

Composi¢do bromatologica: a composi¢do proximal foi determinada pelo método da
AOAC (1998).

Determinagao do pH: O pH foi determinado usando um eletrodo de 6-mm inserindo
diretamente o eletrodo no filete (Crison, Barcelona, Spain).

Perda de agua: A perda de agua foi determinada modificando a equacdo proposta por
Roth, Slinde, e Arildsen (2006) onde os filetes sdo pesados nas diferentes datas de

avaliacdo, determinando o peso inicial e final mediante a equacdo a seguir:

Peso inicial filete — Peso final ﬁletex
Peso inicial filete

Perda de dgua = 100

Determinagdo de bases volateis totais de nitrogénio: Para a determinacdo das bases
volateis totais de nitrogénio foi utilizado o método proposto por Goulas & Kontominas,
(2005) onde 10g de amostra da carne de peixe foi moida com 50 mL de 4dgua destilada
usando um picador Moulinex. O material foi transferido com 200 mL de agua destilada
a um becker de 500 mL e destilado depois da adicdo de 2g de MgO e uma gota de
silicone para prevenir a formacdo de espuma. Um Erlenmeyer de 250 ml contendo
25mL de solugdo de acido boérico 3%, 0.04 mL de vermelho metilo € azul de metileno
como indicadores para o tratamento do amdnio foi utilizado para receber o destilado. A
destilagdo foi continuada atingindo um volume final de 125 mL do destilado obtido.
Através do destilado de bases volateis totais de nitrogénio (BVTN), a solug¢do de acido
borico torna-se verde quando alcalina. A solug@o foi tratada posteriormente com solucdo
0.1 N de acido hidrocloérico. A destilacdo foi concluida quando a cor do destilado passou

a rosado pela adicdo gota a gota do acido hidroclérico. A quantidade de BVIN em
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mg/100 g da carne de peixe foi calculada a partir do volume (V) de acido hidroclérico

adicionado e sua concentragdo (C) pela seguinte equacao:

(V x C x 14 x 100)

Y%mg BVTN = 10

Determinacdo de dcido 2-tiobarbiturico: Para a determinagdo de acido 2-tiobarbiturico
foi utilizado o método baseado na quantificacdo espectrofotométrica do complexo
rosado depois da reagdo de uma molécula de malonaldeido produto da destilagdo, com
duas moléculas de acido 2-tiobarbitirico adicionado no destilado (Goulas &

Kontominas, 2007).

Preparagdo da solugdo de acido tiobarbiturico TBA: A solugao de TBA foi preparada
pesando 0.3 g de TBA (Merck, Germany) adicionada a um becker de 100 mL com 90
mL de agua destilada. O becker foi colocado num banho-maria a 80°C até a completa
dissolucdo. 100mL da solucdo foi transferida a outro recipiente e completada com dgua

destilada até atingir a concentragao de 0.021 M.

Determinagdo de TBA: A amostra da carne de peixe (50 g) foi picada apods a adigdo de 6
ml de solugio etandlica de hidroxitolueno butilado (BHT, 1 g I'') para prevenir a
oxidacdo. Uma fracdo homogeneizada de 10 g foi transferida a um becker onde foi
adicionada uma gota de agente antiespumante de silicone (Merck, Germany), 2.5 mL de
HCl 4 N e 97,5 mL de agua destilada. Esta amostra foi destilada e os primeiros 50 mL
do destilado foram coletados. A destilagdo foi realizada por triplicata. Posteriormente,
foi acrescentado 0.6ml de BHT (1gl™) a 5ml do destilado e, 5ml de 0.021 M TBA
foram colocados em tubo de ensaio com tampa rosca e aquecidos em banho-maria

(90°C) por 40 minutos para o desenvolvimento de cor rosada. Posteriormente foi
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determinada a densidade oOptica a 532 nm num espectrofotometro SECOMAM
ANTHELIE modelo 70ST0375 (Secomam, France) usando como controle a solucao
contendo 5 ml de agua destilada, 5 ml de solucdo de TBA e 0.6 ml BHT (1 g 17). Os
valores de TBA foram expressos como mg de malondialdeido (MDA)/kg de mostra. A
concentragdo MDA foi calculada da curva padrdao usando 1,1,3,3-tetracthoxy- propane

(TEP) como composto padrao (Goulas & Kontominas, 2007).

2.3. Andalise sensorial

A andlise sensorial foi realizada pelo método tradicional de julgar a qualidade de filetes
de peixe em amostras de 90g por cinco julgadores treinados. Em filetes frescos foram
avaliados os atributos sensoriais aparéncia, cor ¢ aroma. Em filetes cozidos foi avaliado
o atributo sabor, onde a mostra foi cozida individualmente em um microondas na
poténcia maxima durante 3 minutos. A pontuagdo foi baseada sobre uma escala
hedonica de nove pontos classificados da seguinte forma: Gostei extremamente 9,
Gostei muito 8, Gostei moderadamente 7, Gostei ligeiramente 6, E indiferente (ndio
gostei, ndo desgostei) 5, Desgostei ligeiramente 4, Desgostei moderadamente 3,
Desgostei muito 2, Desgostei extremamente 1, descrita por Amerine, Pongbomn, e
Roescler (1965). O valor sensorial de 4 foi tomado como a faixa minima de

aceitabilidade.

2.4 Desenho experimental e analise de dados

Para o estudo do efeito de trés tratamentos de conservagdo: acido lactico, bacteriocinas,
controle e tempo de armazenamento sobre os atributos de qualidade dos filetes de
hibrido de pirapitinga x tambaqui, foi realizado um desenho fatorial com dois fatores

(tempo e conservacao). Foram empregados trés niveis de conservagdo e sete niveis de
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tempo de armazenamento (0, 5, 10, 15, 20, 25 e 30 dias). Foram utilizadas trés réplicas
para cada experimento para um total de 63 amostras. Foi utilizada ANOVA sobre os
resultados para avaliar o efeito de conservacdo (A), tempo (B) e a interagdo entre efeito
(A x B) sobre os atributos de qualidade. A diferenca entre a média dos valores dos
diferentes tratamentos e o periodo de armazenamento foi determinada pelo teste de
minima diferenca significativa (LSD), e a significancia estatistica foi definida como P <

0.05.

3. Resultados e discussio

3.1. Mudancas no pH e perda de agua

A composicdo bromatologica do filete talhado de hibrido de pirapitinga x tambaqui foi:
umidade 79.75%, gordura 0.56%, proteina 18.71% e cinzas 0.98%. Similares resultados
foram reportados pela FAO (1992) para a carne de tambaqui.

As mudangas no pH dos filetes de hibrido de pirapitinga x tambaqui sdo mostradas na
tabela 2. O valor inicial do pH dos filetes controle foi de 6.50. Este valor corrobora com
Lyhs et al. (2001), quando reportam valores de pH de 6.40 para filetes de truta arco-iris.
O pH manteve-se constante durante o periodo de armazenamento para os trés
tratamentos, embora tenha sido observado uma leve diminuicdo do pH no final deste
periodo. As variagdes durante o periodo de armazenamento ndo foram estatisticamente
significativas, concordando com Arashisar et al. (2004), para filetes de truta arco-iris,
onde as variagdes ao longo do periodo de armazenamento foram leves. Entretanto, no
presente trabalho, somente no periodo de armazenamento compreendido entre os dias 5
¢ 10 entre tratamentos, observaram-se diferencas estatisticas.

A leve diminuicdo nos valores de pH pode ser atribuida a dissolugdo de CO; no

musculo do peixe e a conseguinte dissociagdo do dacido carbdnico em baixas
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temperaturas (Statham, 1984). Entretanto Sivertsvik, Rosnes, e Jeksrud (2004)
consideram que o incremento de acido carbdnico dissolvido no tecido muscular, esta
associado as altas concentracdes de CO,, evento que pode afetar a qualidade dos filetes.
A presente pesquisa foi realizada em embalagem a vacuo, onde se considera que a
respiracdo do tecido de peixe poderia finalmente gerar atmosfera de CO, entre 20% a
30%. Similares observacdes foram realizadas por Meekin, Hulse, e Bremner (1982)
quando reportaram uma leve diminui¢do do pH em filetes de ‘“sand flathead”
Platycephalus bassensis embalados a vacuo e armazenados a 4°C durante seis dias.

Um importante fator intrinseco relacionado a carne de peixe ¢ o alto pH (>6.0) post-
mortem. A maior parte dos peixes contém poucas quantidades de carboidratos (<0.5%)
no musculo e somente pequenas quantidades de acido lactico sao produzidas em estado
post mortem (Gram & Huss, 1996). Durante o armazenamento a decomposi¢do dos
compostos nitrogenados poderia incrementar o pH na carne fresca do peixe, o qual pode
ser atribuido a produgdo de compostos alcalinos. Este incremento no pH indica o
crescimento bacteriano, perda de qualidade e possivel deterioragdo. Entretanto, no
presente estudo os valores de pH mais constantes foram no tratamento com extrato cru
de bacteriocinas, onde os valores de compostos nitrogenados foram menores, mas
mostrando no final do periodo de armazenamento diminui¢ao do pH.

As variacdes na perda de umidade para filetes talhados de hibrido de pirapitinga x
tambaqui sdo mostrados na tabela 3. A perda de umidade entre tratamentos mostra
significancia estatistica (P<0.05). A maior perda foi apresentada no tratamento com
acido lactico 5.50% e a menor no tratamento com extrato cru de bacteriocinas 3.82% no
final do periodo de armazenamento. Resultados similares foram obtidos por Torrieri,
Cavella, Villani, ¢ Masi (2006) trabalhando com robalo Dicentrarchus labrax na

determinagdo da vida util em atmosferas modificadas onde consideram que perdas de
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umidade menores que 3-5% nao afetam de forma significativa a suculéncia da carne de
peixe. Entretanto Randell, Hattula, ¢ Ahvenainen (1997) relatam que a vida 1til de
filetes de truta arco-iris embalados em atmosfera modificada (35% CO;) foi limitada
pela excessiva perda de agua ou “drip” formada durante a armazenagem, sendo menor

quando os filetes ndo foram embalados em atmosferas modificadas.

3.2 Mudancas nos valores de acido tiobarbitiurico TBA

O valor inicial de TBA para os filetes de hibrido de pirapitinga x tambaqui foi de 0,93
mg de malonaldehido/kg. Estes valores incrementaram até o dia 10, diminuindo a partir
do dia 15, apresentando diferenca estatistica (p < 0.05) entre os trés tratamentos. Neste
periodo o maior valor foi alcangado para o tratamento com acido lactico e o menor para
o tratamento controle. O maior valor alcangcado no tratamento com bacteriocinas foi
2,33 mg de malonaldehido/kg correspondendo ao dia 25 de armazenamento. Valores
similares foram obtidos para os dois tratamentos restantes no dia 10 de armazenamento
(Figura 1).

Os acidos graxos dos peixes durante o armazenamento sdo vulneraveis a oxidacdo
lipidica, a qual pode originar sérios problemas de qualidade como olores e sabores
indesejaveis, também podem produzir alteragdes na textura, cor e valores nutricionais,
incluso em armazenamento a temperaturas sob zero (Huss, 1995; Olafsdottir et al.,
1997). As reagdes envolvidas na oxidacao lipidica s@o de origem ndo enzimatica, ou
catalisadas por enzimas microbianas ou enzimas digestivas proprias do peixe. O relativo
significado destas reacdes depende principalmente das espécies de peixes ¢ temperatura

de armazenamento (Huss, 1995).
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E possivel que os efeitos do extrato cru de bacteriocinas sobre a oxidagdo lipidica dos
filetes de hibrido de pirapitinga x tambaqui possa ser dependente de uma variedade de
fatores que incluem o crescimento bacteriano, método de embalagem e tempo de
armazenamento. Tem-se proposto que o maximo nivel de valor de TBA indicando boa
qualidade para peixes congelados, refrigerados ou armazenados em gelo seja de 5 mg
malonaldehido/kg, entretanto sdo aceitaveis valores de até 8 mg malonaldehido/kg para
o consumo de alguns peixes (Schormiiller, 1969). No presente estudo, os valores de
TBA para as amostras analisadas dos tratamentos controle, acido lactico e bacteriocinas
dos filetes talhados de hibrido de pirapitinga x tambaqui, foram menores que os limites
propostos anteriormente, durante o periodo de 30 dias de armazenamento. Pelo
contrario, valores mais elevados para TBA foram encontrados em truta arco-iris
Oncorhynchus mykiss inteira (16.21 pg/g) e filetes (19.41 pg/g) depois de 18 dias de
armazenamento em gelo (Chytiri, Chouliara, Savvaidis, & Kontominas, 2004), e
também em diferentes espécies de peixes graxos do mediterraneo (7.43-20.98 mg
MA/kg) para um periodo de armazenamento de 6 dias em quarto frio a 1-3°C
(Simeonidou, Govaris & Vareltzis, 1998). Embora valores mais baixos de TBA foram
reportados para “sea bass” Dicentrarchus labrax inteiro (1.52-4.48 pg/kg) e eviscerado
(1.35-7.31 pg/kg) armazenado em gelo por 16 dias (Papadopoulos et al, 2003).

Segundo Auburg (1993), valores de TBA poderiam ndo revelar o atual estado de
oxidagdo lipidica, principalmente porque o malonaldehido pode interatuar com outros
componentes da carne de peixe, como aminas, nucledsidos e acidos nucléicos, proteinas
e outros aldeidos que sdo o produto final da oxidacdo lipidica, e esta interacdo pode
variar de acordo a espécie de peixe. Isto poderia explicar os diferentes incrementos de
valores de TBA ao longo da armazenagem (Tejada & Huidobro, 2002). O efeito do

talhado nos filetes de pirapitinga x tambaqui poderia afetar os niveis de rancidez se
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fossem expostos ao oxigénio atmosférico durante o armazenamento, mas provavelmente
0 CO, gerado na embalagem a vacuo impediria este evento.

O relativo baixo incremento nos valores de TBA para os tratamentos controle,
bacteriocinas e acido lactico neste estudo, indica os lipidios dos filetes de hibrido de
pirapitinga x tambaqui embalados a vacuo, sdo estdveis durante o armazenamento
refrigerado, quando comparados com outras espécies de peixes graxos como sardinhas,

“mackerel” e truta arco-iris.

3.3. Mudancgas nos valores de bases voldteis totais de nitrogénio (BVT-N)

Os resultados das mudancas nas bases volateis totais de nitrogénio (BVT-N) de filetes
de hibrido pirapitinga x tambaqui embalados a vacuo durante 30 dias de armazenamento
a 3°C sdo mostrados na figura 2.

As bases volateis totais incrementaram no seu valor inicial de 15.7 mg BVT-N/100mg
para o tratamento controle e acido lactico até o dia 15, ultrapassando o limite aceitavel
(30 mg BVT-N/100g) segundo Leroi et al. (2001). Entretanto se observa diminui¢ao dos
valores a partir do dia 15 com um leve aumento no final do periodo de armazenamento.
Ao contrario, no tratamento com extrato cru de bacteriocinas, os valores foram estaveis
até o dia 20 de armazenamento, incrementando no dia 25 e finalizando com 19.3 mg

BVT-N/100g (p<0.05).

O incremento dos valores de BVT-N nos tratamentos com acido lactico e controle,
frente ao tratamento de extrato cru de bacteriocinas, ao longo do periodo de
armazenamento, poderia estar influenciado pela interagdo entre as bactérias acido
lacticas, originadas na embalagem a vacuo e na contaminagao bacteriana inicial (Brillet

et al., 2005). Joffraud et al. (2006), atribuiu a interagao entre populacdes de bactérias os
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baixos valores BVT-N obtidos no salmio defumado quando inoculado com L. sakei
frente a psicrotrofilos produtores de BVT-N. No presente estudo o tratamento com
extrato cru de bacteriocinas mostra esta tendéncia, ao manter controlada a populagdo de
bactérias picrotrofilas. Por outro lado, nossos resultados ndo corroboram com os obtidos
por Jorgensen et al. (2000a) onde altos valores para aminas biogénicas foram obtidos
através do uso com sustincias bacteriocinas produzidas por L. sakei no salmio
defumado.

Compreender a ecologia microbiana ¢ fundamental para o desenvolvimento de técnicas
de biopreservagdo que tenham como objetivo melhorar a vida 1til e garantir a qualidade
dos alimentos.

O substrato, a composicdo de nutrientes e os pardmetros fisicos € quimicos entre outros
fatores, sao determinantes na valorizacdo da carne de peixe biopreservada. Além disso,
interagdo entre a formagdo de compostos nitrogenados, pH e compostos produzidos a
partir da oxidagdo dificultam a compreensdo da dindmica de biopreservacdo em

embalagem a vacuo.

3.4. Analises sensoriais

Os resultados das analises sensoriais de filetes de hibrido de pirapitinga x tambaqui
embalados a vacuo durante 30 dias de armazenamento a 3 °C sdo mostrados na tabela 4.
Com o incremento do periodo de armazenamento, a vida util dos filetes de Piaractus
bra,chypomus x Colossoma macropomum diminui. Os atributos sensoriais avaliados
pelos julgadores durante o periodo analisado para os filetes frescos foram: aparéncia,
cor e aroma e para os filetes cozidos foi o sabor. As melhores pontuagdes foram obtidas
para os atributos de aparéncia e cor no final do periodo de armazenamento, sendo

superiores ao limite de aceitabilidade estimado em 4. Nao obstante, o tratamento com
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extrato cru de bacteriocinas conseguiu a melhor pontuagdo no final do periodo de
armazenamento (p< 0.05). Para o atributo aroma, os tratamentos com acido lactico e
controle estiveram fora da faixa de aceitabilidade, embora o tratamento com extrato cru
de bacteriocinas tenha registrado um alto grau de aceitabilidade por parte dos julgadores
(p< 0.05) no final do periodo de armazenamento. Para os atributos de aparéncia e cor a
pontuacdo obtida foi superior ao limite estabelecido para o final do periodo, sendo
superior ao tratamento com extrato cru de bacteriocinas (p< 0.05).

Nos filetes cozidos, o atributo sabor foi rejeitado pelos julgadores no final do periodo de
armazenamento para os tratamentos acido lactico e controle. Os julgadores ndo
encontraram presenga de espinhas intramusculares durante a valorizacao.

A opacidade, descoloracdo da pele e a presenca de “off humour” foram as principais
causas atribuidas as pontuagdes obtidas nos tratamentos. Em concordancia com os
resultados da avaliagdo fisico-quimica e sensorial, as enzimas proteoliticas poderiam ser
consideradas como responsaveis pelo impacto sobre a perda de qualidade dos filetes de
peixe, mas nem sempre responsaveis pelos caracteristicos “off flavor” e “off odour” que
sdo tipicos da atividade microbiana (Truelstrup et al., 1996).

Resultados similares tém sido reportados por Brillet et al. (2005) quando utilizaram
extrato cru de bacteriocinas produzidas por C. divergens V41 em salmao defumado
mantido sob refrigera¢do, onde fortes “off flavor” e “off odour” foram detectados pelos
julgadores.

Nos filetes frescos, rejeicdo por parte dos julgadores no atributo aroma, foi apresentada

somente para o tratamento com acido lactico, a partir do dia 25 de armazenamento.
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4. Conclusodes

Com a finalidade de incrementar a vida util dos filetes de hibrido de pirapitinga x
tambaqui a utilizagdo de biopreservantes como o extrato cru de bacteriocinas produzidas
pelo Lactobacillus plantarum LPBMI10, ¢ uma interessante alternativa. A presente
pesquisa encontrou os melhores indicadores fisico-quimicos e sensoriais para os filetes

tratados com o extrato cru de bacteriocinas.
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Tabela 1. Analise sensorial

Observacao (amostra do filete ) Valor
Gostei extremadamente 9
Gostei muito 8
Gostei moderadamente 7
Gostei ligeiramente 6
Me ¢ indiferente (ndo gostei, ndo desgoste) 5
Desgostei ligeiramente 4
Desgostei moderadamente 3
Desgostei muito 2

Desgostei extremadamente

67



Tabela 2

68

Valores do pH para filetes talhados de hibrido de pirapitinga x tambaqui embalados a
vécuo armazenados a 3 = 0.5°C durante 30 dias.

Tempo de armazenamento (Dias) Controle Bacteriocinas Acido lactico
0 6.53+0.18" 6.53+0.20" 6.53+0.22°
5 6.410.01° 6.230.03" 6.3120.06°
10 6.32+0.03" 6.23+0.03° 6.42+0.01°
15 6.31+0.03" 6.32+0.03° 6.41+0.01°
20 6.34+0.05% 6.30+0.01* 6.34+0.03°
25 6.23+0.02% 6.24+0.04" 6.33+0.02°
30 6.21+0.02% 6.20+0.02% 6.21+0.03°

b€ Valores na mesma linha seguidos por letras diferentes sio significativamente
diferentes (p < 0.01). Os valores sdo expressos como a Media = DS (n = 3).
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Perda de umidade em porcentagem para filetes talhados de hibrido de pirapitinga x

tambaqui embalados a vicuo e armazenados a 3 + 0.5°C

Tempo de armazenamento (Dias) Controle Bacteriocinas  Acido lactico
5 1.5740.06 2.1120.11° 1.47+0.06°
10 2.83+0.06° 1.25+0.05° 0.35+0.05°
15 3.2740.15 2.45+0.05° 0.144£0.0°
20 5.13+0.15 3.63+0.06° 4.80+0.10°
25 5.20+0.10° 4.30+0.10° 5.40+0.10°
30 4.37+0.15° 3.8240.10° 5.50+0.10°

“>< Valores na mesma linha seguidos por letras diferentes sdo significativamente

diferentes (p < 0.01). Os valores sdo expressos como a Media = DS (n = 3).
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Figura 1. Mudangas em 4cido tiobarbitirico TBA em filetes talhados de hibrido de

pirapitinga x tambaqui embalado a vacuo durante 30 dias de armazenamento a 3 °C.
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Figura 2. Mudancas em Bases Volateis Totais (BVT) em filetes talhados de hibrido de

pirapitinga x tambaqui embalado a vacuo durante 30 dias de armazenamento a 3 °C.
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Tabela 4. Atributos sensoriais para filetes talhados de hibrido de Piaractus
brachypomus x Colossoma macropomum embalados a vacuo e armazenados a 3 + 0.5°C

durante 30 dias.

DIAS DE ARMAZENAMENTO

ATRIBUTO TRATAMENTO 0 5 10 15 20 25 30
Controle 8.8+0.4° 8.8+0.4° 7.6£0.5° 6.8£0.8° 6.0£0.7¢ 4.6:1.1° 4.4+0.5

Aparéncia Bacteriocina 8.8+0.4° 8.8+0.4* 8.6+0.5° 7.8+0.4° 7.4+0.5° 7.2+0.8° 5.2+0.8°
A. lactico 8.8+0.4° 8.8+0.4* 7.6+0.5° 7.6+0.5° 6.0+1° 52+04% 4.6+0.5°
Controle 8.6+0.5° 8.8+0.4* 7.6+0.5° 6.2+0.8° 6.4+0.5 4.4+0.5° 4.6+0.5°

Cor Bacteriocina 9.0£0.0°  8.6+0.5* 8.2+0.4° 7.8+0.4° 7.4+0.5* 7.2+0.4° 5.8+0.4¢
A. lactico 84405 8.6+£0.5° 8+0.7° 7.2+0.8° 6.2+0.8° 5.6+05% 4.4+0.5
Controle 9.0+0.0° 8.6£0.5°  7.60.5° 5+0.7° 4.4+05% 4.2+08% 2.2+04°

Aroma Bacteriocina 8.840.4% 8.8+0.4% 7.6+0.5° 7.6£0.5° 5.4+0.5° 6.6+0.5° 5.2+0.4°
A. lactico 8.8+0.4" 8.8+0.4° 7.8£0.4° 5.6+0.5° 4.8+0.8% 3.2+0.8° 2.8+0.4°
Controle 8.840.4" 8.6£0.5° 7.4+0.5° 6.2£0.4° 52+0.8% 4.6+0.5° 2.6+1.1°7

Sabor Bacteriocina 8.8+0.4%  8.6+0.5" 7.8+0.4° 7.4+0.5° 5.8+0.4° 6.4+0.5° 4.4+0.5°
A. lactico 8.840.4° 8.4+0.5"  7.4+0.5° 62+0.4% 54+05° 4.2+04" 3.2+08"

a-f Valores na mesma linha seguidos de letras diferentes tem diferencia estatistica (p<0.05)
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CAPITULO III.
Analise estrutural de filetes talhados de hibrido de pirapitinga (Piaractus

braquypomus) x tambaqui ( Colossoma macropomum) embalados a vacuo
utilizando-se bacteriocinas produzidas por Lactobacillus plantarum LPBM10

Hector SUAREZ-MAHECHA™ ", Alicia de FRANCISCO®, Luiz H. BEIRAO"
‘Departamento de Ingenieria Agricola y de Alimentos, Facultad de Ciencias
Agropecuarias, Universidad Nacional de Colombia sede Medellin, Colombia.
bDepartamento de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Centro de Ciéncias Agrarias,
Universidade Federal de Santa Catarina. Brasil.

Resumo

Foram analisadas as mudancas na microestrutura, textura ¢ analise sensorial de filetes
talhados de hibrido de Piaractus braquypomus x Colossoma macropomum embalados a
vacuo e submetidos a resfriamento durante 30 dias a 3°C sob trés tratamentos de
preservacdo: extrato cru de bacteriocinas, acido lactico e controle. O espaco entra as
fibras musculares foi aumentando gradualmente e o arranjo arquitetonico foi alterado ao
longo do periodo de armazenamento nos trés tratamentos. A menor alteracdo na
degradagdo do tecido conectivo e o menor incremento do espago entre as fibras
musculares foram observados por meio da microscopia de luz no tratamento com
extrato cru de bacteriocinas. A andlise instrumental de textura mostra perda de firmeza
dos filetes sem diferenca estatistica entre os tratamentos. A analise sensorial demonstra
que o tratamento do talhado foi efetivo na diminui¢do da percep¢do das espinhas
intramusculares, obtendo as melhores pontuacdes nos filetes talhados tratados com

bacteriocinas.

Palavras-chave: Peixes; Tecido conectivo; Microestrutura; Filetes talhados



74

Abstract
Structural analyses of cut cachama hybrid fillets Piaractus branchypomus x
Colossoma macropomum using bacteriocins produced by Lactobacillus plantarum
LPBM10 vacuum packed

Microstructure, texture and sensory changes were studied in cut cachama hybrid fillets
vacuum packed refrigerated during 30 days at 3°C under three preservative treatments:
crude bacteriocins extract, lactic acid and control. Space among the muscle fibers
increasing gradually and the architectural arrangement was altered in all treatments
throughout the entire storage period. By means of light microscopy technique was
observed the lower alteration in the connective tissue degradation and the increment in
muscle fibers space treated with crude bacteriocin extract. The instrumental analysis of
texture shows stability loss of fillets without statistical difference among treatments.
Sensory analysis proves that cutting treatment is effective to diminish the negative

effect of intramuscular thorns. The best scores were for cutting fillets with bacteriocin

treatment.

Keywords: Fish; Connective tissue; Microstructure; Filet cut; Muscle

1 Introducao

A pirapitinga e o tambaqui sdo espécies nativas das bacias dos rios Orenoco e
Amazonas (JEGU, 2003), consideradas espécies com alto potencial produtivo e
comercial na piscicultura extensiva, semi intensiva e intensiva de aguas calidas
continentais da América tropical, além disso sdo espécies resistentes ao manuseio em
cativeiro, apresentam alta docilidade e rusticidade e sdo resistentes a doengas
(HERNANDEZ, 1994). Apesar da importincia econdmica destas espécies, poucos

estudos em relagdo a perda de textura por efeito do armazenamento sob refrigeragao e
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alternativas tecnoldgicas que mitiguem o efeito das espinhas intramusculares para os
consumidores foram realizados.

Os fatores de qualidade considerados na carne de peixe sdo: textura, cor, gosto e sabor.
Neste sentido, a estrutura muscular pode afetar alguns destes pardmetros de qualidade
por efeito do armazenamento.

A textura tem sido considerada como um dos critérios de qualidade da carne, uma
caracteristica sensorial para o consumidor e um importante atributo para o
processamento mecanico dos filetes. A importancia da textura macia ¢ relevante para o
consumidor. Nesse sentido, a industria exige métodos que preservem esta textura e
respondam pela maciez dos mesmos.

As propriedades da textura dependem da composi¢do quimica ¢ das propriedades
estruturais, em particular das miofibrilas e proteinas do tecido conectivo. O tecido
conectivo é formado por uma rede que proporciona suporte corporal através da
musculatura dos peixes. O conteudo do tecido conectivo ¢ pouco e melhor distribuido
no musculo dos peixes, quando comparado com animais de sangue quente, desta forma
incrementa-se a firmeza ao longo do eixo anterior-posterior do filete (KIESSLING,
RUOHONEN, BJORNEVIK, 2006).

Os efeitos sobre a textura podem ser considerados como uma manifestagdo das
propriedades funcionais e reoldgicas, onde a carne de peixe difere da carne bovina por
conter menos tecido conectivo e ter as ligacdes cruzadas formadas entre as moléculas do
colageno mais fracas, resultando numa estrutura mais macia (ASHIE, SMITH,
SIMPSON, 1996).

A carne de peixe estd organizada em segmentos concéntricos musculares (mi6tomos)
rodeados por tecido conectivo intramuscular (TCIM). Os maiores constituintes

identificados no TCIM incluem colageno e fibras elasticas, células (fibroblastos,
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adipositos, macrofagos), glicoproteinas e proteoglicanos. Os midtomos estdo separados
pelo miocommata, onde grupos de fibras de colageno correm paralelamente de forma
adjacente em angulos que formam camadas entrelacadas e que proporcionam forga
mecanica consideravel (BREMNER, 1999). Uma camada de tecido conectivo delgado,
o endomisio, rodeia cada célula muscular (miofibra) e as vezes se conecta com o
perimisio, ficando este contiguo ao miocommata.

O colageno ¢ o componente fibrilar do tecido conectivo, sendo designado por tipo e
numeral romano. O colageno tipo I e tipo V estdo presentes no TCIM dos peixes, sendo
o colageno tipo I o maior constituinte do miocommata (SATO et al, 1989).

A contribuicdo do conteudo de colageno as propriedades de textura na carne de peixe
tem sido avaliadas por varios autores (ANDO et al, 1999; HATAE et al, 1989). Neste
sentido, a carne de algumas espécies de peixes perde textura apos alguns dias de
armazenamento sob refrigeracdo e estudos histologicos mostram que o rapido
abrandamento da carne dos peixes € causado pela degradagdo das fibras delgadas de
colageno (HALLETT, BREMNER, 1988; ANDO et al, 1997; SUAREZ et al, 2007).
SATO et al. (1991) demonstrou que no musculo de truta arco-iris a solubilidade do
colageno tipo V diminuiu durante a armazenagem em gelo, no entanto o tipo I
permanecia sem mudancas, motivo pelo qual pode-se sugerir que o tipo V esta envolto
no rapido abrandamento da carne de peixe. As mudancgas estruturais que mostram a
perda de firmeza na carne de peixe tém sido relacionadas ao enfraquecimento do tecido
conectivo pericelular, devido a fragmentacdo ou desordem arquitetonica das fibras de
colageno na rede estrutural, sem observar entretanto, mudangas estruturais no
miocommata (ANDO, TOYOHARA, SACAGUCHI, 1992). A degradacao post mortem
do tecido conectivo pericelular também foi reportada por SUAREZ et al. (2006) no

matrinxa (Brycon cephalus) quando este foi submetido a super refrigeracdo durante 12
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horas de armazenamento a -3°C, demonstrando através da microscopia eletronica de
transmissdo que a perda de textura na carne do peixe foi um dos principais fatores de

qualidade afetados pela refrigeracao.

Sobre a base destes resultados, é aceito que as mudangas nos tipos especificos de
colageno tém um significativo rol no enfraquecimento pericelular do tecido conectivo,
resultando no abrandamento da carne de peixe durante o armazenamento (SATO et al,
1991, 1994; ANDO, TOYOHARA, SAKAGUCHI, 1992, 1993; ANDO et al, 1995).

ANDO et al, 1991; ANDO, TOYOHARA, SAKAGUCHI, 1993 y SATO et al. (1997)
tém demonstrado através da microscopia de luz e técnicas de simulagdo de compressao
que, a perda da textura da carne de peixe ¢ causada pelo enfraquecimento do tecido
conectivo pericelular. As alteracdes intramusculares nas espécies nativas ainda ndo
foram estudadas. Sendo assim, o proposito deste trabalho é avaliar as mudangas
estruturais e sensoriais de filetes de hibrido de Piaractus braquypomus x Colossoma
macropomum talhados, embalados a vacuo e mantidos a 3°C ao longo do periodo de

armazenamento.

2 Material e métodos

2.1 Amostras e tratamentos

Os peixes hibridos de pirapitinaga x tambaqui Piaractus brachypomus x Colossoma
macropomum foram obtidos no Centro de Investigacion Piscicola de la Universidad de
Cordoba - CINPIC, Monteria (Colombia), em setembro de 2006. Os peixes capturados
do viveiro foram imediatamente abatidos por meio de punc¢do no cérebro e transportados
ao laboratério. O peso ¢ comprimento médio dos peixes foi 590+87g ¢ 32+1.7cm
respectivamente. Os filetes com pele foram obtidos manualmente usando faca asséptica.

O peso médio dos filetes foi 32.4% do peso inicial dos peixes. Em cada filete, em
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posicdo lateral interna, foram realizados cortes profundos paralelos e perpendiculares a
espinha dorsal (talhado), a uma distancia de 3mm entre cada corte, em sentido antero-
caudal. A pele foi conservada intacta a fim de proporcionar estabilidade ao filete (Figura
1).

O extrato concentrado de bacteriocinas produzida por Lactobacillus plantarum
LPBMI10 foi subministrado pelo laboratorio de Microbiologia Industrial do grupo de
pesquisa em Biotecnologia Microbiana da Universidad Nacional de Colombia, sede
Medellin. Este extrato, contendo 40mg de proteina bacteriocinas, foi adicionado a
superficie de cada filete em quantidade de 1ml utilizando-se uma micropipeta.

Os tratamentos utilizados foram os seguintes:

T1: Extrato concentrado de bacteriocina: 1ml contendo 40mg de extrato concentrado de
bacteriocina produzidas por L. plantarum LPBM10.

T2: Acido lactico: 1ml de acido lactico ajustado a pH 6.32, estimado previamente
durante a armazenagem a vacuo do filete.

T3: Controle: 1ml dgua destilada

Cada filete talhado foi empacotado a vacuo em sacolas de polietileno de baixa
densidade marca CRYOVAC com barreira de transmissdo de oxigénio de 29-
45ml/O,/m*/24h/atm medido a 23°C e barreira de permeabilidade a gases de 10—
15g/m*/24h medido a 38°C, utilizando uma empacotadora de vacuo WEBOMATIC
82246 (West Germany), sendo entdo armazenado sob refrigeracdo (3 + 0.5°C) por um
periodo de 30 dias. As analises foram realizadas aos 0, 5, 10, 15, 20, 25 e 30 dias da
armazenagem. Os filetes, em triplicata foram submetidos a andlise com microscopio de

luz, instrumental e sensorial por um grupo de julgadores treinados.



79

2.2 Observacaes histologicas

As observacdes histologicas foram realizadas com microscopio de luz. As amostras
foram fixadas em solu¢do de Bouin e embebidas em parafina. Foram realizados cortes
de Spum (Micrétomo PR-50, Yamato Kohki, Urawa, Japan) nos cortes de musculo
embebidos em blocos de parafina. Os cortes foram montados em placas de vidro e
tingidos por 5 min com laranja G (0.5 g de laranja G, Iml &cido acético dissolvido em
99ml de 4gua destilada e filtrada). Apos, os cortes foram lavados com agua destilada e
tingidos durante 5 min com azul de metileno (0.07g de azul de metileno, Iml acido
acético dissolvido em 99ml de 4gua destilada e filtrada). As amostras tingidas foram
lavadas durante 5 min com 4gua tamponada destilada (SIGURGISLADOTTIR et al,
2000).

Fotografias das fibras musculares foram tomadas utilizando-se microscépio (Carl Zeiss,
Axioestar, Germany) com camara fotografica digital incorporada (Canon Power Shot
G5, Japan). Também foram realizadas medigdes com ajuda de um analisador de
imagens (Carl Zeiss AxioVision 4, Germany) caracterizando-se a area entre as fibras

musculares. As observagdes foram feitas com aumento de 40 vezes.

2.3 Anadlise instrumental

A textura da carne foi determinada no musculo dorsal, seguindo trabalho realizado por
ANDO, TOYOHARA, SAKAGUCHI (1992), em uma amostra de 10mm de espessura.
Através do uso do analisador de textura TAXT2, (Stabble Micro Sistems, Haslemere,
Surrey, UK), a forca maxima de penetragdo foi registrada utilizando-se €mbolo
cilindrico de 3mm de didmetro forcado a entrar na fatia de musculo, paralelo a

orientagao de suas fibras, a velocidade de 60mm/min. Os resultados foram expressos
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como forca a ruptura, a partir de uma média de dez a quinze medi¢des. As medi¢des

foram feitas a o longo do periodo de armazenamento.

2.4 Andlise sensorial

A analise sensorial foi realizada por cinco julgadores treinados, pelo método tradicional
de julgamento da qualidade de filetes de peixe em amostras de 90g. Em filetes frescos
foram avaliados os atributos sensoriais: aparéncia, cor e aroma. Em filetes cozidos foi
avaliado o atributo sabor, onde a mostra foi cozida individualmente em um microondas
na poténcia maxima durante 3 minutos. A pontuacdo foi baseada em uma escala
hedonica de nove pontos classificados da seguinte forma: Gostei extremadamente (9),
Gostei muito (8), Gostei moderadamente (7), Gostei ligeiramente (6), Me ¢ indiferente
(ndo gostei, ndo desgostei) (5), Desgostei ligeiramente (4), Desgostei moderadamente
(3), Desgostei muito (2), Desgostei extremadamente (1); descrita por AMERINE,
PONGBORN, ROESCLER (1965). O valor sensorial 4 foi tomado como a faixa

minima de aceitabilidade.

2.5 Desenho experimental e andlise de dados

Para o estudo do efeito de trés tratamentos de conservacao: acido lactico, bacteriocinas,
controle e tempo de armazenamento sobre os atributos de qualidade dos filetes do
hibrido de pirapitinga x tambaqui, foi realizado um desenho fatorial com dois fatores
(tempo e conservagdo). Foram empregados trés niveis de conservagdo e sete niveis de
tempo de armazenamento (0, 5, 10, 15, 20, 25 e 30 dias). De um total de 63 amostras,
foram utilizadas trés réplicas para cada experimento. Sobre os resultados foi utilizada
ANOVA para avaliar os efeitos de conservacao (A), tempo (B) e a interagao entre efeito
(A x B) sobre os atributos de qualidade usando o software Statgraphics (Statistical

Graphics Corp. Rockville, MD, USA). A diferenca entre a média dos valores dos
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diferentes tratamentos e o periodo de armazenamento foi determinada pelo teste de
minima diferenga significativa (LSD), e a significancia estatistica foi definida como

P<0.05.

3. Resultados e discussao

3.1 Mudancas estruturais e na textura

O efeito dos tratamentos de conservacao (acido lactico, bacteriocinas e controle) durante
o periodo de armazenamento a 3°C sobre a microestrutura de filetes talhados de
Piaractus braquypomus x Colossoma macropomum ¢ mostrado nos cortes transversais
das fibras musculares na Figura 2.

Os filetes submetidos aos trés tratamentos durante o periodo de armazenagem mostram
um maior espagamento entre as fibras e seu tecido aparece fracionado com perda do
arranjo arquitetonico inicial, quando comparados a filetes frescos.

Ao longo do periodo de armazenamento foi observado um maior efeito sobre o
tratamento controle, seguido do tratamento com acido lactico, onde as areas entre fibras
apresentam um maior distanciamento com perda do tecido conectivo. O tratamento com
bacteriocinas mostra menor perda arquitetonica e a darea de separacdo apresenta
diferenca estatistica significativa quando comparada com os outros tratamentos P<0,05
(Figura 3). A relagdo da area entre as fibras e a fibra muscular aumentou nos trés
tratamentos na medida em que o periodo de armazenamento avangou. Entretanto, a rea
entre as fibras musculares dos filetes tratados com o extrato cru de bacteriocinas
apresentou menor aumento em conseqiiéncia da menor degradagao do tecido conectivo
(Figura 2).

Em geral, diversas pesquisas relatam que a carne de peixes de viveiro tende a ser mole e

a apresentar maior perda de textura em comparacdo com peixes de ambiente natural
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(HAARD, 1992). Este efeito demonstrado em estudos realizados com salmado do
atlantico (LOVE, 1988) e salmao do pacifico (CEPEDA et al, 1990). Os filetes talhados
de hibrido de Piaractus braquypomus x Colossoma macropomum utilizados neste
estudo mostram uma significativa perda de textura ao longo do periodo de
armazenamento, quando foram submetidos ao teste instrumental de forca de ruptura,
embora ndo tenham apresentado diferencas estatisticas entre os tratamentos (dados no
mostrados) Tabela 1.

A distribuig@o da fibra muscular tem sido relacionada por varios autores como um fator
que afeta a textura da carne no peixe. A comparagdo entre os cortes histologicos ao
longo do periodo de armazenamento demonstra que o incremento da area entre as fibras
musculares ¢ tal que diminui a firmeza no teste instrumental. Similares resultados
também foram reportados para carne cozida de peixe por HATAE, YOSHIMATSU,
MATSUMOTO (1990) e HURLING, RODELL, HUNT (1996). Na carne de salmao do
atlantico fresco e defumado e na truta, diversos estudos mostram uma diminui¢do na
firmeza da carne ao incrementar o tamanho aparente das fibras ou a diminuig¢do Optica
da fibra (JOHNSTON et al, 2000, 2004; BUGEON, LEFEVRE, FAUCONNEAU,
2003). Por outro lado, alguns estudos realizados em salmao do atlantico e bacalhau ndo
concordam com essas observagoes, possivelmente esta discrepancia esta relacionada ao
fato que a textura varia como um fator sobre a localizacdo rosto-caudal do filete
(SIGURGISLADOTTIR, 2001; BJORNEVIK et al, 2003).

A fibra muscular s6 poderia explicar parcialmente a variacdo da resisténcia mecanica na
carne de peixe (BUGEON, LEFEVRE, FAUCONNEAU, 2003). A estrutura muscular ¢
mais complexa que uma estrutura fisica baseada sobre a fibra muscular, de forma que

outros fatores poderiam explicar as caracteristicas da textura da carne. Um incremento
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no colageno solivel com aumento na firmeza da textura poderia estar indicando que o
tecido conectivo também contribui na firmeza da carne de peixe (ESPE et al, 2004).

MASNIYOM, BENJAKUL, VISESSANGUAN (2005), estudando as mudangas do
colageno no musculo refrigerado de “sea bass” (Dicentrarchus labrax) tratado com
pirofosfato e armazenado em embalagem de atmosferas modificadas, relataram que o
CO; a uma concentracdo de 80%, em combinagdo com o tratamento de pirofosfato,
inibiu a degradagdo do colageno causado por enzimas endogenas assim como a de
outros microorganismos. A condicdo da embalagem tende a manter a firmeza do
colageno com menor separacdo do musculo do “sea bass” durante o periodo de
armazenamento. A embalagem a vacuo utilizada no presente trabalho representaria uma
atmosfera de 20-30% de CO;, no volume final da embalagem, a qual, segundo STILES,
HASTINGS (1991), corresponderia ao CO, gerado por efeito da respiracdo metabdlica
do musculo de filete de pirapitinga x tambaqui; produto da respira¢do anaerdbica pelo
consumo do oxigénio residual inicial da embalagem a vacuo. Nestas circunstancias ndo
seria suficiente para diminuir a degradacao do tecido conectivo no presente trabalho.

Nossos resultados concordam com o postulado de SATO et al. (1997), no qual sugere
que as fibras de colageno do tecido conectivo pericelular contém uma maior porcao de
colageno tipo V que as fibras do miocommata. Além disso, a solubilizacdo do colageno
V durante o periodo de armazenamento refrigerado pode ser devido a degradagdo das
fibras delgadas do coldgeno, enfraquecendo o tecido conectivo pericelular e resultando

no abrandamento do musculo.

3.2 Analise sensorial
Os resultados da analise sensorial de filetes talhados de hibrido de Piaractus
braquypomus x Colossoma macropomum embalados a vacuo durante 30 dias de

armazenamento a 3 C s3o mostrados na Tabela 2. Com o incremento do periodo de
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armazenamento, a vida util dos filetes de Piaractus braquypomus x Colossoma
macropomum diminuiu. Os atributos sensoriais avaliados pelos julgadores durante o
periodo analisado para os filetes frescos foram: aparéncia, cor e aroma e para os filetes
cozidos foi o sabor. As melhores pontuacdes foram obtidas para os atributos de
aparéncia e cor no final do periodo de armazenamento, sendo superiores ao limite de
aceitabilidade estimado em 4. Ndo obstante, o tratamento com extrato cru de
bacteriocinas obteve a melhor pontuagdo no final do periodo de armazenamento
(P<0.05). Para o atributo aroma, os tratamentos com acido lactico e controle estiveram
fora da faixa de aceitabilidade, embora o tratamento com extrato cru de bacteriocinas
tenha registrado um alto grau de aceitabilidade por parte dos julgadores (P<0.05) no
final do periodo de armazenamento. Para os atributos aparéncia ¢ cor, a pontuagdo
obtida foi superior ao limite estabelecido para o final do periodo, sendo superior o
tratamento com extrato cru de bacteriocinas (P<0.05). A aparéncia visual da cor da
carne do peixe € uma propriedade muito importante na induastria de alimentos. Nos
salmonados a cor vermelha da carne ¢ de particular importancia, e para peixes de carne
branca esta cor deve estar suavemente manifesta. E sabido que, mudancas na cor da
carne podem ser causadas por uma reflexdo alterada devido as mudangas nas
propriedades da superficie por alteracdo das fibras. Resultados de diferentes estudos
diferem e ndo € possivel verificar esta hipdtese. JOHNSTON et al. (2000) reportam uma
possivel relagdo entre a pontuagdo da cor e a densidade da fibra muscular em salmao do
atlantico, entretanto nenhuma relag¢do foi encontrada para outros peixes (BJORNEVIK
et al, 2004; ESPE et al, 2004). Nossos resultados mostram que para este atributo, as
pontuagoes foram aceitaveis para os tratamentos controle e acido lactico, ressaltando-se
que para bacteriocinas a qualificacdo foi superior para o final do periodo de

armazenamento (P<0,05).
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Nos filetes cozidos, o atributo sabor foi rejeitado pelos julgadores no final do periodo de
armazenamento para os tratamentos acido lactico e controle. Os julgadores ndo
encontraram presenca de espinhas intramusculares durante a valoragdo. Os cortes
paralelos ao longo do filete permitem cortar a espinha intramuscular em varias se¢des e
facilitar a degradagdo do colageno, constituinte da espinha intramuscular por a¢do da
temperatura. Os resultados da presente pesquisa podem ser uma alternativa tecnologica
a problematica das espinhas intramusculares em espécies nativas, onde segundo
ESPEJO (1984); MESA, BOTERO (2007), relatam que embora a pirapitinga tenha
demonstrado o seu potencial produtivo, ela possui alto nimero de espinhas
intramusculares (EIMT), que se distribuem como uma malha na sua musculatura, o que
dificulta a obtencdo do filete da carcaga em pesos baixos (300 — 500g). Estes autores
expde como solucdo fazer colheita com pesos acima de 1000g ou mais, mas esta
condicdo em alguns casos apresenta sabor a o6leo de bacalhau pela propor¢do de
gordura, fato que limita seu mercado. Além disso, producdo neste peso representa maior
custo e perda na eficiéncia alimenticia.

De outra parte, AYALA et al. (2005) relata que em “‘sea bass” (Dicentrarchus labrax), o
cozido da carne descongelada causou massiva coagulagdo da proteina e desintegracdo
das miofibrilas, quando esta foi observada em microscopia eletronica de transmissdo. O
evento mais significativo foi a presenca de cavidades (buracos) entre as fibras
musculares, as quais foram ocupadas por liquido, material amorfo e agregado granular.
Determina-se correlagdo entre as mudangas estruturais, textura ¢ caracteristicas
organolépticas, onde a perda de textura foi determinada e relacionada a degradagdo do
colageno.

O colageno tem um grupo de moléculas semelhantes, embora seus componentes ainda

ndo tenham sido completamente identificados (ANDO et al. 1999; SATO et al. 1997).
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Em alguns casos, as cadeias de peptideos que constituem o colageno estdo unidas
mediante ligacdes covalentes cruzadas. Nos mamiferos, com o passar dos anos, as
ligagdes cruzadas de coldgeno mudaram de uma forma reduzivel a outra ndo reduzivel,
mais estavel. A natureza desta ligacdo cruzada ndo reduzivel é desconhecida, ainda que
existam diversas hipoteses. Esse aumento de ligagdes cruzadas de colageno que
aumentam com a idade, pode explicar parcialmente por que a carne de animais velhos
(mamiferos) ¢ mais dura que a carne de animais jovens, ainda que os musculos dos
animais jovens geralmente contenham mais coldgeno. Em peixes esta situagdo ¢ muito
diferente. O colageno dos miocomata dos peixes mais velhos ¢ mais fraco e contém
menos ligacdes cruzadas que em peixes jovens. Por outro lado, alguns peixes mais
velhos contém mais coldgeno (presenca de miocomata mais espesso) que peixes mais
jovens (LOVE, HAQ, SMITH, 1972; LOVE, 1992). Na medida em que as ligacdes
cruzadas de colageno vdo se formando, a solubilidade em diversos solventes como
solugdes salinas e acidas, vai diminuindo, a tal ponto que a quantidade de colageno
insolivel aumenta nos mamiferos, com o passar da idade. Nos peixes, como por
exemplo o bacalhau, a qualidade de coldgeno permanece quase inalterada. Embora o
colageno soluvel aumente claramente nos peixes (FENEMA, 1993). A solubilidade do
colageno diminui na medida em que aumentam as liga¢des cruzadas intramusculares.
Segundo ANDO et al. (1999), o colageno presente no musculo dos peixes estd formado
pelos tipos I e V e contém fibras heterotipicas. MIZUTA et al. (2005) pesquisando sobre
as fracdes do colageno cru e preparado por extragdo alcalina de varias partes do corpo:
musculo, figado, pele, espinhas, branquias e trato digestorio em “tiger puffer” (Takifugu
rubripes), encontrou através da determinacdo bioquimica ¢ imunoquimica, colageno
tipo I ¢ V mostrando padrées muito similares. Os resultados sugerem que estes dois

tipos de colageno estdo distribuidos principalmente nos diferentes tecidos analisados.



87

De oura parte, a cor opaca, a opacidade, descoloracdo da pele e a presenca de “off
odour” foram as principais causas atribuidas as pontuagdes obtidas nos tratamentos, no
final do periodo de armazenamento. Tendo em conta os resultados do teste sensorial,
poderia considerar-se as enzimas proteoliticas como responsaveis por ter um impacto
sobre a perda da qualidade dos filetes de peixe, mas ndo sempre responsaveis pelas
caracteristicas de “off flavor” e “off odour” que sdo tipicas da atividade microbiana
(TRUELSTRUP et al, 1996). Entretanto, nossos resultados ndo concordem com os
reportados por BRILLET et al. (2005), quando utilizaram extrato cru de bacteriocinas
produzidas por C. divergens V41 em salmio defumado, mantido sob refrigeracdo, onde
fortes “off flavor” e “off odour” foram detectados pelo painel sensorial. Nos filetes
frescos utilizados no presente trabalho, rejeicao sensorial foi apresentada somente para o
atributo aroma no tratamento com acido lactico, a partir do dia 25 de armazenamento. E
importante observar que os efeitos preservativos ndo influiram negativamente sobre as

caracteristicas sensoriais.

4. Conclusoes

A microestrutura dos filetes de hibrido de Piaractus brachypomus x Colossoma
macropomum foi alterada durante o armazenamento sob refrigeracdo. Dos tratamentos
utilizados como método de preservacdo juntamente com a embalagem a vacuo, as
bacteriocinas mostram as melhores pontuacdes no teste sensorial e, nas observagdes
feitas com microscopio de luz, a estrutura foi menos afetada e apresentou menor
degradagdo do tecido conectivo. Considera-se que o talhado nos filetes seja uma opgao

tecnologica na mitigagao do efeito negativo das espinhas intramusculares.
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Figura 1. Cortes paralelos e perpendiculares a espinha dorsal nos filetes de hibrido de
Piaractus brachypomus x Colossoma macropomum para o controle de espinhas
intramusculares.
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Figura 2. Microscopia Optica de cortes transversais de musculo de filetes de hibrido de
Piaractus brachyipomus x Colossoma macropomum durante o armazenamento a 3°C.
Corado com Laranja G e Azul de metileno e aumento de 40x.
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Figura 3. Alteracdo da area entre fibras musculares de filetes talhados de hibrido de
Piaractus brachyipomus x Colossoma macropomum durante o armazenamento a 3°C.
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Tabela 1. Valores de textura medida como forca a ruptura (p<0.0001) para filetes
talhados de hibrido de Piaractus brachypomus x Colossoma macropomum durante o
armazenamento a 3°C.

For¢a de Ruptura(g) DiaO Dia5 Dial0 Dial5 Dia20 Dia25 Dia30
Media + 1064 936 804 726 634 692 672
Desvia padrio +16.5* £28.7° +30.1°° 423.6° +20.4° +14.5° +15.6°

Letras diferentes significam diferencia estatistica entre colunas
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Tabela 2. Atributos sensoriais para filetes talhados de hibrido de Piaractus
brachypomus x Colossoma macropomum embalados a vicuo e armazenados a 3 + 0.5°C

durante 30 dias.

TEMPO DE ARMAZENAMENTO (Dias)

ATRIBUTO TRATAMENTO 0 5 10 15 20 25 30
Controle 8.840.4° 8.8+0.4° 7.6£0.5° 6.8£0.8° 6.0£0.7¢ 4.6x1.1° 4.4+0.5
Aparéncia Bacteriocina 8.8+0.4° 8.8+0.4* 8.6+0.5° 7.8+0.4° 7.4+0.5° 7.2+08° 5.2+0.8°
A. lactico 8.8+04° 8.8+0.4* 7.6+0.5" 7.6£0.5° 6.0£1° 52+04% 4.6+05°
Controle 8.6+0.5° 8.8+0.4* 7.6+0.5" 6.2+0.8° 6.4+0.5° 4.4+0.5° 4.6+0.5°
Cor Bacteriocina 9.0£0.0° 8.6£0.5° 8.2+0.4° 7.8+0.4° 7.4+0.5* 7.24+0.4° 5.8+0.49
A. lactico 8.440.5" 8.6+£0.5° 8+0.7° 7.2+0.8° 62+0.8° 5.6+0.5¢ 4.4+0.5
Controle 9.0£0.0° 8.6£0.5°  7.60.5° 5+0.7° 4.4+05% 42+08% 2.2+04°
Aroma Bacteriocina 8.8+0.4° 8.8+0.4° 7.6£0.5° 7.6+0.5° 5.4+0.5° 6.6+0.5¢ 5.2+0.4°
A. lactico 8.8+0.4° 8.8+0.4* 7.840.4° 5.6£0.5° 4.8+0.8¢ 3.2+0.8° 2.8+0.4°
Controle 8.8+0.4° 8.6+0.5* 7.4+0.5" 6.2+0.4° 5.2+0.8% 4.6£0.5° 2.6+1.1
Sabor Bacteriocina 8.840.4"  8.6£0.5° 7.8£0.4° 7.4+0.5° 5.8+0.4° 6.4+0.5° 4.4+0.5
A. lactico 8.8+0.4%  8.4+0.5* 7.440.5° 6.2+0.4% 54+05° 42+04" 3.2+0.8"

a-f Valores na mesma linha seguidos de letras diferentes tem diferencia estatistica (P<0.05)
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Consideracoes finais

O artigo Utilizagdo de bacteriocinas produzidas por Lactobacillus plantarum LPBM10
na vida util de filetes do hibrido de pirapitinga Piaractus brachypomus x tambaqui
Colossoma macropomum embalado a vacuo, foi aceito para publicacdo na revista Acta
Biologica Colombiana. Os artigos Qualidade fisico-quimica e atributos sensoriais de
filetes talhados de hibrido de Piaractus brachypomus x Colossoma macropomum
embalado a vacuo sob refrigera¢do e Analise estrutural de filetes talhados de hibrido de
pirapitinga (Piaractus braquypomus) x tambaqui (Colossoma macropomum) utilizando
bacteriocinas produzidas por Lactobacillus plantarum embalado a vacuo, foram
submetidos para publica¢do no Journal of Food Engineering e Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos, respectivamente.

Em trabalhos posteriores, recomenda-se avaliar a mistura de bacteriocinas e comprovar
o possivel efeito sinergista desta associacdo. Também seria interessante utilizar filetes
de espécies nativas que apresenta espinhas intramusculares e fornecer produtos

diferenciados a partir destas espécies.
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