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UTILIZACAO DE EXTRATOS DE MACROALGAS NO REVESTIMENTO DE
FILES DE ROBALO CONGELADO E RESFRIADO

Antonia Vicentina Nunes Rodrigues, Carla Fernandes Macedo, Norma Suely
Evangelista-Barreto

RESUMO: Este trabalho visou analisar o efeito antimicrobiano e antioxidante de
extratos de macroalgas, para conservar filés de robalo como alternativa ao uso de
aditivos sintéticos. Espécies de macroalgas foram coletadas no banco natural da
praia de Manguinhos, Itaparica — BA e, encaminhadas sob refrigeragdo para a
Universidade Federal do Recbncavo da Bahia para triagem, identificacdo e
herborizagdo, secagem em estufa (40°C), moagem e extragdo com etanol por meio
da maceracdo a frio por 72 h. A atividade antimicrobiana foi determinada pela
concentracdo inibitéria minima (CIM), frente a Escherichia coli ATCC 25922,
Staphylococcus aureus ATCC 43300, Salmonella enterica sorotipo Enteritides
ATCC13076, Vibrio cholerae, Bacillus cereus, Listeria monocytogenes CERELA e
Enterococcus faecalis. Para verificar a atividade antimicrobiana na matriz alimentar
utilizou-se filés revestidos com alginato de sédio a 1% adicionado do extrato da
macroalga, os tratamentos foram mantidos sob refrigeracdo por um periodo de 10
dias, sendo realizadas analises microbiolégicas nos dias 1, 3, 5, 7 e 10 em triplicata.
Foram analisadas a atividade antioxidante dos extratos usando os meétodos DPPH
(2,2-difenil-1-picrilhidrazilo) e ABTS [2,2’-azinobis-(3-etilbenzotiazolina-6-acido
sulfénico)], teor de flavonoides, tanino esteroides/triterpenoide, saponina e
alcaloides. A solucao de revestimento foi obtida usando alginato de sédio a 1% + 20
mg.mL? do extrato de P. gymnospora. O monitoramento microbiolégico e fisico-
quimico foi realizado nos intervalos TO, T30, T60, T90 e T120 dias. Ao final foi
realizada analise sensorial para verificar se o extrato da macroalga influenciava no
grau de aceitacdo dos filés de peixe. Os peixes foram adquiridos no municipio de
Canavieiras-BA e encaminhados em caixas isotérmicas para UFRB onde foram
processados. Dentre os microrganismos testados na CIM S. aureus se mostrou o
mais sensivel ao ser inibido por quatro extratos, tendo P. gymnospora apresentado
maior inibicdo. Todos os extratos testados apresentaram efeito bacteriostatico. Na
matriz alimentar, houve reducdo da populacdo microbiana de 3 ciclos logaritmos
para L.monocytoges (24 h) e para S. aureus (72 h). Os ensaios quimicos DPPH e
ABTS mostraram que todos os extratos analisados apresentaram biocompostos com
capacidade de sequestrar radicais livres, sendo que foi P. gymnospora que
apresentou maior atividade antioxidante, conteddo de compostos fendlicos e
compostos fitoquimicos identificados. Durante 120 dias de armazenamento o extrato
da P. gymnospora apresentou potencial semelhante ao aditivo quimico BHT. Estes
resultados evidenciam que o extrato etandlico de P. gymnospora pode ser utilizado
como alternativa ao uso de aditivos sintéticos quanto a atividade antioxidante.

Palavras chave: Antimicrobiano; Antioxidante; Conservagao; Pescado; Qualidade



UTILIZATION OF SEAWEED EXTRACTS IN THE COATING OF ROBALO FILLET
FROZEN AND COOLED

Antonia Vicentina Nunes Rodrigues, Carla Fernandes Macedo, Norma Suely
Evangelista-Barreto

ABSTRACT: This work aimed to analyze the antimicrobial and antioxidant effects of
seaweed extracts to preserve fillet of robalo as an alternative to the use of synthetic
additives. Species of seaweed were collected at the natural bank of the beach of
Manguinhos, Itaparica, Bahia, and sent to the Federal University of the Recéncavo
da Bahia for sorting, identification and herborization, drying in a greenhouse (40°C),
grinding and ethanol extraction of cold maceration for 72 h. The antimicrobial activity
was determined by the minimum inhibitory concentration (MIC) against Escherichia
coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 43300, Salmonella enterica
serotype Enteritides ATCC13076, Vibrio cholerae, Bacillus cereus, Listeria
monocytogenes CERELA and Enterococcus faecalis. In order to verify the
antimicrobial activity in the food matrix, fillets coated with 1% sodium alginate added
to the seaweed extract were used, the treatments were kept under refrigeration for a
period of 10 days, and microbiological tests were performed on days 1, 3,5, 7 and
10 in triplicate. The antioxidant activity of the extracts was analyzed using DPPH
(2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) and ABTS [2,2'-azinobis- (3-ethylbenzothiazoline-6-
sulfonic acid)], flavonoid content, tannin steroids / triterpenoid, saponin and alkaloids.
The coating solution was obtained using 1% sodium alginate + 20 mg.mL-1 extract of
P. gymnospora. Microbiological and physicochemical monitoring was performed at
intervals TO, T30, T60, T90 and T120 days. At the end, sensorial analysis was
carried out to verify if the extract of the seaweed influenced the degree of acceptance
of the fish fillets. The fish were purchased in the municipality of Canavieiras-BA and
sent in isothermal boxes to UFRB where they were processed. Among the
microorganisms tested in MIC S. aureus showed the most sensitive to be inhibited by
four extracts, with P. gymnospora presented greater inhibition. All extracts tested had
a bacteriostatic effect. In the food matrix, there was a reduction of the microbial
population of 3 logarithmic cycles for L. monocytoges (24 h) and for S. aureus (72 h).
The chemical tests DPPH and ABTS showed that all the analyzed extracts presented
biocomposites with capacity to sequester free radicals, being that P. gymnospora
that presented greater antioxidant activity, content of phenolic compounds and
identified phytochemical compounds. During 120 days of storage the extract of P.
gymnospora showed similar potential to the chemical additive BHT. These results
show that the ethanolic extract of P. gymnospora can be used as an alternative to the
use of synthetic additives for antioxidant activity.

Keywords: Antimicrobial; Antioxidant; Conservation; Fish; Quality
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1 INTRODUCAO

Os alimentos de origem aquatica contribuem para melhoria da qualidade
de vida e da saude da populagdo devido ao seu elevado potencial nutricional.
Sao ricos em proteinas, vitaminas, minerais, lipidios, &4cidos graxos insaturados
e apresentam baixo teor de colesterol, além de se destacarem como um dos
alimentos de elevada digestibilidade.

Dentre os produtos da pesca, 0 peixe se destaca como um alimento
altamente perecivel devido a elevada atividade de agua em seus tecidos e a
sua constituicdo quimica, rica em proteinas, gorduras insaturadas facilmente
oxidaveis e, principalmente, por seu pH proximo a 7, faixa ideal para a
multiplicacdo da maioria das bactérias. Aliado a isso, tem-se ainda os fatores
extrinsecos, como a temperatura, oxigénio, umidade relativa do ar, formas de
armazenamento e exposicdo a contaminacdes nas diversas fases de producéo,
desde a captura até a comercializacao.

O género Centropomus, conhecido comercialmente como robalo é um
peixe muito apreciado na regido nordeste, por sua carne branca, macia e com
poucas espinhas. Comercialmente € muito valorizado chegando a custar, em
alguns mercados, valor superior a espécies consideradas nobres, como por
exemplo, o salmédo. Apesar dessas caracteristicas, no Brasil o cultivo do robalo
€ experimental sendo sua disponibilidade dependente do ambiente natural. Por
ser considerada uma carne moderadamente gorda faz-se necessario o0 uso de
antioxidantes de modo a impedir ou minimizar o processo de rancificacéo.

As macroalgas sdo organismos fotossintéticos, ricas em vitaminas,
nutrientes, pigmentos, compostos biologicamente ativos resultantes do
metabolismo secundario e com a¢do antimicrobiana e antioxidante conhecidas,
e vém ganhando destaque nas indastrias de alimentos, cosmética e
farmacéutica. A utilizacdo de extratos de macroalgas na conservacédo de
alimentos promoveria o aproveitamento de algas arribadas, ou seja, as algas
gue se encontram as margens das praias que causam poluicdo visual. Na
Bahia, a ficoflora é pouco estudada, quando comparada com outros estados, o

gue justifica a realizagdo de estudos para possibilitar exploragdo de maneira



sustentavel e consciente, promovendo melhores condicbes de alimentacéo,
saude, impacto social e econémico para a populacao.

A utilizagdo de revestimentos em alimentos € uma técnica que tem o
objetivo de melhorar a aparéncia e atuar como uma barreira semipermeavel
impedindo a dessecacdo. Ao adicionar extratos de macroalgas com
propriedades antimicrobianas e antioxidantes aos revestimentos, esta barreira
aumentara a vida util do produto, uma vez que atuara inibindo as reacgdes
oxidativas e o crescimento microbiano.

Desta maneira, esta pesquisa vem ao encontro da necessidade de
estudos com foco na bioconservacédo de filés de peixes, utilizando substancias
naturais encontradas nas macroalgas marinhas, para manter as caracteristicas
organolépticas do pescado e minimizar o uso de conservantes sintéticos, que
podem prejudicar a saude dos consumidores. Com isso, este trabalho objetivou
analisar o efeito antimcrobiano e antioxidante de extratos etandlicos de

macroalgas para conservar filés de robalo.



1 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Producéao de pescado

A oferta de peixe para a alimentacdo vem crescendo consideravelmente
nos ultimos anos, com uma taxa de 3,2% ao ano no periodo 1961-2013, o que
corresponde ao dobro do crescimento da populacdo mundial (1,6% ao ano)
(FAO, 2016). Em 2014, a producédo de peixes totalizou 73,8 milhdes de
toneladas, estimando um valor de 160.200 milhdes de dolares. Dos 25 maiores
produtores, a China é o pais que lidera o ranking de producdo com 58.795,3
milhdes de toneladas, representando mais de 60% da produgdo mundial,
seguido pelo Indonésia (14.330,9), india (4.884,0), Vietna (3.411,4), Filipinas
(2.337,6) e Blangladesh (1.956,9). O Brasil se encontra na 14° posicado com
uma producédo de 562,5 milhdes de toneladas (FAO, 2016).

O Brasil possui uma diversidade de espécies que apresentam interesse
zootécnico e mercadoldgico, possui potencial hidrico, clima favoravel, mao de
obra relativamente barata e, crescente mercado interno, no entanto o cultivo
ainda é incipiente devido a falta de informac@es e tecnificacdo dos produtores.
Atividades como piscicultura continental, malacocultura e carcinicultura
marinha, sdo os ramos mais desenvolvidos no pais, baseado principalmente
em espécies exoticas. Em namero reduzido, tem-se a carcinicultura de agua
doce, a ranicultura e a algicultura (BRASIL, 2013).

Existe uma variacdo na producdo de peixes entre as regides do Brasil.
No Sul e Centro-Oeste, a aquicultura se sobressai em relacdo a pesca, ja nas
regibes Norte e Nordeste a pesca tem maior destaque. No Nordeste em
especial, o cultivo é realizado com espécies exoticas ou ndo nativas, como a
tilapia e o camardo marinho; no Sudeste a tilapia também se destaca; no Sul
tem-se carpa, tilapia mexilhdo e ostra e, no Centro-oeste, tambaqui, pacu e
pintado (VILA-NOVA et al., 2005; BRASIL, 2013).



No Brasil, em 2011 a pesca obteve um valor de 803.270,2 t, sendo que a
pesca marinha representou mais de 50% com uma producdo de 553.670,0 t,
enquanto que a pesca continental foi 249.600,2 t (BRASIL, 2013).

Em 2014, houve um decréscimo na participacdo do Brasil na pesca
continental, a producao foi de 235.527. Essa diminuicdo foi devido a fatores
como a poluicdo, a sobre-exploracdo dos recursos e, falta de informacdes
precisa sobre esta atividade (FAO, 2016).

Os estados brasileiros que lideraram a producdo de pesca marinha em
2011 foram Santa Catarina, Parana, Rio de Janeiro e Bahia em 4° |ugar. A
maior parcela dessa producédo resultou da pesca de peixes como a sardinha
verdadeira, a corvina, o bonito-listrado. Os crustdceos apresentam a segunda
parcela com a captura dos camardes sete-barbas, branco e rosa e a lagosta e,
entre 0s moluscos, destacaram-se o mexilhdo, sururu, polvo, lulas e ostras
(BRASIL, 2013).

Para a pesca continental as regides com maior representatividade foram
Norte, Nordeste, Sudeste, Centro-Oeste e Sul. Na regido Nordeste a Bahia
obteve o segundo lugar de producéo (17.508,4) para o ano de 2011. Pode-se
citar como as espécies mais capturadas o curimatd, a piramutaba, jaraqui,
dourada, pescada e o pacu totalizando 44,5% da pesca continental no pais
(BRASIL, 2013).

Na Bahia, mais especificamente no Recbncavo Baiano, o pescado
representa uma importante fonte de alimentacdo e renda para uma parcela
consideravel da populacdo. Nessa regido, encontram-se varios pescadores
artesanais, devido a presenca de manguezais, rios € mar, regido caracterizada
pelo elevado potencial aquicola (COSTA, 2012). Com isso, 0S municipios do
entorno do Recdncavo Baiano destinam sua produgéo, a maior parte oriunda
da pesca artesanal, para abastecer grande parte do estado (GONDIM et al.,
2015).



1.2 Composicao quimica e consumo do pescado

Com relacdo a composicdo quimica do pescado, a agua equivale ao
principal componente, correspondendo a 64% a 90%, seguido de proteinas de
8% a 23%, gorduras de 0,5% a 25%, cinzas de 1% a 2% e carboidratos com
menos de 1%. Essa variagdo no conteudo dos componentes nutricionais vai
depender da espécie, idade, peso, habitat, época do ano, qualidade e
guantidade de alimentos disponiveis (ANDRADE et al., 2009).

Ackman (1989) classifica 0os peixes em qutro categorias em relagcédo ao
teor de lipidios: magros (menor que 2% de gordura), baixo teor de gordura (2-
4% de gordura), semi-gordo (4-8% de gordura) e altamente gordo (maior que
8% de gordura).

Os lipidios possuem papel fundamental em conceder ao pescado
caracteristicas que o tornam desejavel pela aceitabilidade sensorial, cor e
textura, assim como atribuem valor nutritivo como fonte de energia metabdlica,
de acidos graxos essenciais (acidos linoleico, linolénico e araquidbénico) que
atuam na prevencdo de doencgas coronarias, no combate da depressdao,
obesidade e diabetes e de vitaminas lipossoluveis (A, D, E e K) (OSAWA,
2005). Essas carateristicas fazem do pescado uma alternativa saudavel e de
elevado valor biologico, que contribuem para o bem-estar do ser humano.

O consumo de pescado mundialmente vem aumentando ao longo dos
anos, passando de uma média de 9,9 kg na década de 1960 para 19,3 kg em
2013, com expectativas que exceda os 20 kg nos anos seguintes. Fatores
como aumento de producao, reducdo de residuos, construcdo de canais para
escoar producdo, aumento de renda e urbanizacdo tem contribuido para o
aumento desse consumo. Em 2013, o consumo de pescado representou 17%
da proteina de origem animal presente na dieta alimentar dos consumidores e
6,7% em relagéo aos alimentos em geral (FAO, 2016).

A distribuicdo do consumo de pescado é desigual entre os paises e
dentro deles, como por exemplo, na Asia oriental o consumo em 1961 foi de
10,8 kg e 39,2 kg em 2013, enquanto que na Africa septentrional o consumo

passou de 2,8 kg (1961) para 16,4 kg (2013). Para o0s paises em



desenvolvimento o consumo para 2013 foi de 18,8 kg, enquanto que em
regides menos desenvolvida foi de 7,6 kg para o mesmo periodo (FAO, 2016).

A procura por pescado fresco cresceu e representou 46% de toda
producédo, contudo o congelamento € a principal forma de comercializacdo o
gue em 2014 representou 55%, seguido por 13% do pescado em conserva e
12% para o pescado seco, salgado e curado (FAO, 2016).

No Brasil, 0 consumo de pescado por pessoa em 2011 foi em média de
11,1 kg, valor inferior ao consumo mundial e ao consumo de aves, bois e
suinos. Neste mesmo ano, a balanca comercial foi deficitaria, o que motivou a
importacdo de 349,5 mil toneladas de pescado da China, Argentina, Chile,
Noruega e Portugal, sendo o filé congelado e o bacalhau os principais produtos
importados (BRASIL, 2013).

1.3 Robalo (Género Centropomus)

Uma espécie de peixe muito consumida e valorizada pelos
consumidores é o robalo pertencente ao género Centropomus, com espécies
tropicais e subtropicais. O referido peixe é diddromo, ou seja, migra da agua
doce para salgada ou salobra em pelo menos uma fase do ciclo de vida,
considerado eurihalino (tolera amplas concentracfes de sais) e estenotérmico
(tolera baixas variagOes de temperatura) (RIVAS, 1986). Desta maneira, vivem
preferencialmente em aguas costeiras estuarinas, proximo a mangues e baias
podendo até ser encontrado em partes altas de rios (TAYLOR et al., 2000). Séo
carnivoros, com dentes pequenos e serreados, estbmago mais expansivel e
intestino mais curto, corpo alongado e comprido, com perfil dorsal curvo-
acentuado, de coloracéo prateada a cinza (BARNES et al., 2005)

No Brasil, as espécies de maior importancia econdmica Ssao
Centropomus undecimalis (BLOCH, 1792) e Centropomus parallelus (POEY,
1860), denominados popularmente no litoral sudeste-sul de robalo flecha e
peva, respectivamente, e na regido nordeste camurim (CORREA et al., 2013)



O robalo vem demonstrando potencial para aquicultura apesar da
caréncia de informacdes zootécnicas para cultivo sendo bastante requisitado
na pesca esportiva, artesanal e industrial. Contudo, a producédo do robalo ainda
€ experimental sendo preciso a realizacdo de mais estudos para conhecer todo
ciclo produtivo (CORREA et al., 2013).

A carne do robalo tem excelente qualidade organoléptica, sendo
bastante apreciada e em consequéncia, alcanca elevado valor econdmico nos
mercados interno e externo (CERQUEIRA, 2005). Em Sao Paulo, o robalo
possui elevado valor comercial, superior até a peixes nobres como o salméo e
pintado (CEAGESP, 2016).

Poucos sé&o os dados relacionados a producdo do robalo no Brasil, 0
setor que define a producdo no pais € o da pesca artesanal, que em 2009 foi
de 3.859,3 t; em 2010 3.644,9 e em 2011 3.680,3 (BRASIL, 2013).

1.4 Deterioracdo do pescado e oxidacdo lipidica

Dentre os alimentos de origem animal o pescado possui elevada
capacidade de deterioracdo devido a sua composi¢cao quimica e pH neutro.
Esse processo decorre pela unido dos processos, microbioldgicos, quimicos e
autoliticos em condicbes inadequadas de higiene, armazenamento e
manipulacdo (OETTERER, 2005).

A contaminacdo do pescado pode ocorrer pela agua, utensilios utilizados
no abate, condi¢cfes higiénicas da embarcacao, gelo produzido com agua nao
potavel, condi¢Bes de refrigeracdo e o manipulador. As doencas veiculadas por
alimentos sdo caracterizadas como problema de saude publica, e uma das
causas das Doengas Veiculadas por Alimentos (DVA) sdo a presenca de
microrganismos ou de suas toxinas nos alimentos. Os microrganismos
associados com esses tipos de doengas sao Campylobacter jejuni, Escherichia
coli 0157H7, Listeria monocytogenes, Salmonella enteritidis, Vibrio cholerae,
Vibrio vulnificus, Yersinia enterocolitica (COSTA, 2011; SOARES e
GONCALVES, 2012).



Na maioria dos surtos os alimentos ndo demonstram nenhum sinal de
deteriorac@o, porque a concentracdo dos microrganismos ndo € necessaria
para o inicio desse processo. Poucas sdo as notificagbes relacionadas a
contaminacao por DVA, muitas vezes os sintomas séo fracos e as pessoas néo
procuram o0 posto médico e quando o fazem o diagnostico é sempre
relacionado as viroses. Ao consumir um alimento contaminado os sintomas
podem aparecer horas ou dias apos e, a intensidade vai depender da reagéo
de cada organismo. Os mais comuns podem ser nausea, diarreia, dor no
estbmago, febre, desidratacdo, diarreia sanguinolenta, ou até mesmo uma
infecgdo generalizada ocasionando a morte. Consumir moluscos e peixes crus
tem sido a principal forma de veiculacdo das DVA (OLIVEIRA et al., 2010).

O processo de autdlise ocorre por meio de dois processos de
deterioracdo: enzimatico e bacteriologico. As enzimas proteoliticas estdo
presentes na carne e visceras, contudo o peixe vivo é impermeavel a acéo de
microrganismos presentes no ambiente e acdo de enzimas. Com a morte do
animal, inicia-se o processo de deterioracdo e, devido a acdo das enzimas, sao
liberados acucares simples, aminoacidos e outros compostos nitrogenados néo
protéicos (uréia, amonia, oxido de trimetilamina (TMAO), bases nitrogenadas
volateis (trimetilamina, amonia etc.) dentre outras substancias, tornando o meio
rico em nutrientes para o crescimento bacteriano (ALMEIDA et al., 2005).

Ao capturar o peixe e iniciar o abate deve-se ter o maximo de cuidado
para minimizar o desgaste fisico dos animais e, consequentemente consumo
da reserva de glicogénio que influencia no periodo de “rigor mortis”. Ao
terminar este periodo as bactérias presentes nas guelras, escama, pele e
intestino passam para os demais tecidos e iniciam a deterioracdo, devido a
reducdo da acidez (MAURO et al.,, 1997). As caracteristicas do pescado
deteriorado, séo visivelmente perceptiveis, surgem maior produ¢do de muco e
de gas, olhos fundos e esbranquicados, coloracdo, odores e sabores
desagradaveis (OETTERER, 2005).

A oxidacao lipidica € um processo que define a vida util do pescado, uma
vez que modifica as caracteristicas sensoriais, pela producao de sabor e odor
desagradaveis tornando-o improprio para o consumo. A perda do valor
nutricional tem implicacdo direta no valor comercial do pescado ou dos

produtos que a partir dele sdo formulados (OSAWA, 2005). Além disso, pode



comprometer a integridade e seguranca do pescado, através da formacao de
compostos poliméricos potencialmente toxicos (RAMALHO e JORGE, 2006).

O congelamento, quando conduzido corretamente € um método eficaz na
conservacgao do peixe pois, inibe a deterioracdo microbiana, reduz a velocidade
das reacbGes quimicas e acdo de enzimas e conserva o sabor, aroma, cor e
nutrientes dos alimentos, causando alteragdo minima na textura quando
descongelado (OETTERER, 2002). Contudo, reacBes oxidativas e protéicas
ainda ocorrem em menor velocidade em baixas temperaturas (KUHN e
SOARES, 2002).

Diferentes métodos sédo utilizados para analisar oxidacao lipidica a partir
da quantificacdo dos compostos resultantes no pescado, como a determinagéo
dos valores de pero6xido, dienos conjugados (produzidos nos primeiros estagios
da autoxidacédo), substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS), teste de
Kreis, HPLC (cromatografia de alta eficiéncia), entre outros. Os produtos mais
frequentemente medidos sdo hidroperéxidos e dienos conjugados para a
oxidacdo primaria e substancias volateis (TBARS) para a secundaria (MOURE
et al., 2001).

Existem vantagens e desvantagens nos métodos acima, sendo o0s
colorimétricos mais simples e réapidos e baseados na quantificacdo de
pigmentos (GRAU et al.,, 2000). O teste de TBARS € simples e rapido, e
guantifica o malonaldeido (MDA), principal produto da decomposicdo de
hidroperoxidos de &cidos graxos poli-insaturados, que reage com o acido 2-
tiobarbitdrico, e produz um composto de coloracdo vermelha (OSAWA, 2005).

Tendo em vista 0 exposto, a deterioracao do pescado tem sido estudada
buscando-se tecnologias que prolonguem o tempo de validade das diferentes

espécies de peixes, como por exemplo o robalo.

1.5 Algas marinhas

As algas sao organismos fotossintetizantes com estruturas reprodutivas

nao envolvidas por camadas de células estéreis, consideradas plantas sem
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flores, caule e raiz, compreendendo um dos organismos mais importantes de
origem marinha (KAMALADHASAN e SUBRAMANIAN, 2009; DOMETTILA et
al., 2013). Podem ser encontradas em ambientes marinhos, salobros, solos
umidos e até na neve (VIDOTTI e ROLLEMBERG, 2004). Existem 25000-
30000 espécies, com uma grande diversidade de formas e tamanhos, podendo
ser classificadas dependendo da quantidade de células como organismos
unicelulares microscopicas (microalgas) ou multicelulares de maior tamanho
(macroalgas) (PLAZA, 2008).

As algas proporcionam o equilibrio dos ecossistemas aquaticos, por
serem a base da cadeia alimentar atuando na captacdo de gas carbonico e
liberacdo de oxigénio. Contribuem de forma significativa com a producdo
primaria dos oceanos, além de aturem como habitat para diversas
comunidades bentbnicas. Cerca de 90% das espécies de plantas marinhas séo
algas, responsaveis por cerca de 50% da fotossintese global. A cada segundo
cada molécula de oxigénio que se respira € derivado das algas, enquanto que
no mesmo periodo, cada molécula de dioxido de carbono que se expira, esta é
utilizada pelas algas (RAMKUMAR et al., 2016).

De acordo com a composicdo de pigmentos as algas podem ser
classificadas em trés divisbes: Chlorophyta (alga verde), Phaeophyta (algas
castanhas) e Rhodophyta (algas vermelhas). Das trés divisbes de algas
marinhas, o maior teor de fitoquimicos (tais como terpenos, carotenoides e
compostos fendlicos) foram relatados em algas castanhas (GUPTA e ABU-
GHANNAM, 2011). Os géneros mais estudados de algas vermelhas sé&o
Porphyra, Chondrus, Rhodymenia, Hypnea, Gracilaria, Laurencia, Iridae; das
pardas destacam-se Undaria, Durvillaea, Ecklonia, Sargassum, Turbinaria e,
nas verdes Ulva, Enteromorpha, Monostroma e Caulerpa (DHARGALKAR e
VERLENCAR, 2009).

As algas marinhas séo bentonicas, ou seja, crescem fixas ao substrato
gue pode ser rochoso, arenoso e lodoso (TEIXEIRA, 2013). Sdo também
utilizadas como fonte de alimento pela humanidade (CABRAL, 2012). Em
paises que fazem fronteira com o Oceano Pacifico, como China, Japéo, Coreia
e Filipinas, ha milhares de anos existe a cultura de utilizar as macroalgas como
alimento (LIMA et al., 2016).
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Nesses paises as macroalgas marinhas possuem grande valor social e
econdmico, com uma producado que corresponde a 98% do total mundial. Isso
se deve ao fato de que estas populagbes, utilizam as algas como parte
importante da dieta (DHARGALKAR e VERLENCAR, 2009).

Ecologicamente as algas pardas possuem um papel bastante relevante,
uma vez que podem contribuir com a diminuicdo da poluicdo produzida pelo
descarte humano, acumulando metais pesados (MURUGADAS et al.,1995).

O Estado da Bahia, considerado o mais extenso do Brasil, com cerca de
1200 km possui elevada diversidade de macroalgas marinhas, sendo a regiao
mais rica do Nordeste e a terceira do Brasil (NUNES, 2005).

Na presente revisdo de literatura foram destacadas as algas agardfitas e
as que produzem alginatos, vermelhas (Rodophytas) e pardas (Phaeophytas),
em virtude dos relatos disponiveis sobre o potencial desses grupos e da
biomassa encontrada no banco natural da regidao estudada.

O género Gracilaria pertence ao filo Rhodophyta (algas vermelhas),
ordem Gracilariales e familia Gracilariaceae, sendo bastante representativo e
considerado o mais diversificado do litoral da Bahia, terceiro maior em nimero
registrado para a costa brasileira com 241 espécies (NUNES, 2008). Sao
denominadas de algas marinhas vermelhas, devido a presenca em maior
guantidade do pigmento ficoeritrina. Sdo macroscopicas, multicelulares,
bentdnicas e muito comercializadas nos paises asiaticos, para serem utilizadas
na alimentagdo (CHAKRABORTY et al., 2015).

A Gracilaria é uma agarofita cultivada para extracdo de ficocoloides
(TROELL et al., 2003), podendo alcancar grande impacto econémico devido a
producdo de &gar, cujas propriedades (capacidade gelificante, estabilizante e
emulsificante) favorecem o uso como aditivo alimentar. No entanto, poucos séao
os relatos de estudos investigando o potencial dos compostos do metabolismo
secundario (MCHUGH, 2003), podendo-se citar Cerqueira et al. (2009) que
estudaram a aplicabilidade de um polissacarideo sulfatado de G. birdiae no
revestimento de queijo.

Sargassum é um género de alga parda pertencente ao filo Phaeophyta,
ordem Fucales e familia Sargassae, de aspecto flutuante, tendo extensa
abrangéncia geogréafica (DUARTE et al., 2001), podendo ser encontrada nos

mais diversos oceanos das regides tropicais e subtropicais (COIMBRA, 2006).
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O Sargassum € um género bastante utilizado em industrias alimenticias
para fabricacdo de paes, biscoitos, sorvetes dentre outros (WANG, 2008).
Pode-se destacar os seguintes metabdlitos secundarios: cumarina, cromonas
do tipo meroterpendides, quinonas, acidos quinbnicos e terpendides. Os
referidos metabolitos possuem atividades antioxidante, anticoagulante, anti-
inflamatoria, antitrombéticas e de proliferacdo celular, como o polissacarideo
sulfatado fucano, encontrado em Sargassum vulgare (DORE et al., 2013).

Padina € um género de alga parda pertencente ao filo Phaeophyta,
Ordem Dyctyotales e familia Dyctyotaceae, encontrada em regides costeiras ao
longo da plataforma continental. No Brasil ndo existem estudos taxondmicos
gue tratem exclusivamente deste género, o que dificulta a identificacdo e
delimitacdo dos taxons (NUNES, 2000).

Esse género (Padina) € considerado rica fonte de metabdlitos
secundarios de varios efeitos biolégicos, podendo citar os polifendis, alcaloides,
flavonoides, terpenoides, etc (RAJAMANIKARTHIKEYAN et al.,, 2010). Na
literatura, ja foram citadas algumas espécies com substancias que atuam como
antibidticos (PALMA, 2011) e antivirais (ABRANTES, 2010).

A cor caracteristica deste grupo de algas € devido a presenca em
grandes quantidades do carotenoide fucoxantina (0 que produz uma cor
castanha) contidos nos seus cloroplastos e pela presenca de varios taninos
(DAVIS et al., 2003).

1.6 Composicao quimica das algas

As algas fornecem uma grande quantidade de fibras, vitaminas sollveis
em agua (complexo B e C) e em gordura, como a provitamina A, K, D e E
(ROCHA, 2001). Além disso, as algas sao fontes de proteinas, carboidratos e
minerais como Ca, P, Na, Fe, Mg, | e K. Sdo pouco caléricas e ricas em acidos
graxos poli-insaturados (DHARGALKAR e VERLENCAR, 2009).

As algas sao constituidas de acidos, aminas, lipidios, esterais,

esteroides, compostos fendlicos, fitocromos, pigmentos, aclcar e alcool. Estas
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substancias resultam do metabolismo secundario em resposta aos estimulos
ambientais e tém despertado grande interesse pela acao farmacologica e uso
nas industrias alimenticia e cosmética (SIMOES et al., 2007).

Simdes et al. (2007) definem a origem desses metabolitos a partir do
metabolismo da glicose por intermédio dos acidos chiquimico e o acetato,
sendo que o primeiro d4 origem a compostos com um anel aromatico (taninos
hidrolisaveis, cumarinas, alcaloides derivados dos aminoacidos aromaticos e
fenilpropandides) e o acetato a aminoacidos alifaticos, alcaldides e seus
derivados, terpenoides (mono e sesquiterpenos), xantofilas, polifendis como
catequinas, galocatequina, epicatequina e galato de catequina, compostos
halogenados, micosporinas, glicosideos, flavonoides que séo integrantes do
grupo dos polifenois e, incluem flavonas e flavondis, ficobilinas, ficocianinas,
triglicerideos, terpenoides.

Os carotenoides sédo bastante conhecidos pela relacdo com o estado
oxidativo das membranas das algas. Atuam contra a dessecacédo ocasionada
pelas variacbes ambientais, devido ao estress fotoxidativo, assim 0s niveis de
carotenoides nos tecidos podem variar sazonalmente, ou seja, dependendo
dos niveis de exposi¢céo a radiacéo (TEIXEIRA, 2013).

Os carotenoides sédo pigmentos coloridos sintetizados em plantas, algas
e outros organismos como as bactérias, envolvidos na fotossintese, sintese
hormonal, fotoprotecdo e fotomorfogénese (BALBOA, 2013; SIES e STAHL,
2005; TAPIERO et al., 2004). Séao divididos basicamente em dois grupos: 0s
carotenos que contém apenas atomos de carbono e oxigénio e as xantofilas
gue tem pelo menos um atomo de oxigénio (KRINSKKY e JOHNSON, 2005;
TAPIERO et al., 2004).

A fucoxantina € um carotenoide encontrado em micro e macroalgas
marrons para protecdo fotossintética (PENG et al., 2011) sendo o mais
abundante, apesar do conteudo variar muito durante o ciclo de vida das algas
(BALBOA et al., 2013). A astaxantina € um pigmento avermelhado, responsavel
pela coloracdo rosada do salmao, truta, lagosta e outros, considerado um
antioxidante muito potente. Estruturalmente € bem parecida com [(-caroteno e
vitamina E, no entanto, a cadeia de polieteno e os anéis terminais presentes na
estrutura quimica permitem maior protecdo tanto das superficies interior quanto

exterior das membranas celulares contra peroxidacdo lipidica. Outra
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propriedade € anti-inflamatéria (prevencdo de doencas cardiovasculares e
neurodegenerativas) (BARROW e SHARIDI, 2008).

1.7 Potencial bioativo das algas

Os primeiros estudos com compostos bioativos das algas se deu com os
polissacarideos sulfatados, que se destacam pela abundancia e atividade
biologica. Sdo moléculas de carboidratos soltveis em dgua que desempenham
papel importante como emulsificante, gelificante, espessante e hidratante
(RINAUDO, 2008).

Estes polimeros em geral sdo seguros, inertes nao-toxicos,
biocompativeis, biodegradaveis, de baixo custo, ndo causam danos ao meio
ambiente e sdo encontrados em abundancia na natureza (GUO et al., 1998;
PRAJAPATI et al., 2014), tendo excelente aplicacdo nas industrias
farmacéutica, de alimento, biotecnologia e biomédica. Podem ser encontrados
também em animais, bactérias, fungos e plantas. Nas algas marinhas os
principais polissacarideos conhecidos sdo carragenanas, agaranas e alginatos,
mas também sdo relatadas as galactanas hibridas, fucanas e laminarinas
(PRAJAPATI et al., 2014, RINAUDO, 2008; ROCHA et al., 2004; DEVILLE et
al., 2007). Fucoidanos séo polissacarideos sulfatados, presente nas algas
marrons, que vem sendo bastante estudados devido a ag&o antitrombdtica
(MOURAO, 2004).

As algas marinhas estdo sujeitas a varias interacdes biologicas e, por
vezes, a condi¢cdes abidticas extremas, uma vez que, vivem em habitats que
podem variar drasticamente. Dessa forma, sdo capazes de desenvolver
mecanismos/estratégias de defesa, como a capacidade de produzir
substancias biologicamente ativas, os metabdlitos secundarios. Assim, as algas
sdo capazes de produzir compostos principalmente, terpenos e fendis, com a
funcdo de protegé-las contra agentes estressores, como exemplo a poluicéo e
radiacéo ultravioleta (PLAZA et al., 2008, GUPTA e ABU-GHANNAM, 2011).
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Com cerca de 1.500 compostos secundarios descritos na literatura, as
algas vermelhas se destacam em relacdo aos outros grupos (algas verdes e
pardas) diante da abundéancia e diversidade quimica produzida (MASCHECK e
BAKER, 2008). Muitos destes compostos podem ser usados na suplementacéo
de dietas de varios animais para incorporacdo de compostos bioativos nos
musculos e tecidos, visando melhoria na produgdo animal (ZUBIA et al., 2009;
O'DOHERTY et al., 2010; GUPTA e ABU-GHANNAM, 2011).

Entre as mais diversas atividades dos compostos bioativos pode-se citar
as atividades antioxidantes, anti-inflamatorias, imunomodulatorias, antivirais e
antimicrobianas, entre outras, evidenciando o potencial econémico das algas
como insumos na producdo de remédios e cosméticos (SMIT, 2004). A
atividade antifingica possui importancia na satde humana e animal, bem como
na preservacdo de produtos agricolas e como uso de biofertilizante para
fortalecer o crescimento de culturas (VASCONCELOS e GONCALVES, 2013).

Zubia et al. (2009) ao avaliarem a atividade antioxidante e antitumoral de
algumas Phaeophytas da costa Britanica, identificaram que o extrato bruto das
espécies das familias Sargassaceae e Dictyoteae (Dictyopteris dichotoma e D.
ligulata ) apresentaram forte citotoxicidade contra células de cancro humano.

Alencar et al. (2016) analisaram o extrato das algas vermelhas
Pterocladiella capillacea e Osmundaria obtusiloba coletadas na costa do Ceara,
guanto a atividade antioxidante e, antibacteriana frente aos microrganismos
E. coli (ATCC 25922), S. aureus (ATCC 25923), Salmonella Infante e Vibrio
harveyi.

Em alimentos, extratos de algas estdo sendo utilizados para garantir a
seguranca alimentar, conservar e aumentar o tempo de prateleira do produto.
Cabral (2012) utilizou extratos de algas marinhas como agente antioxidante e
antimicrobiano em Minced de tilapia (Oreochromis niloticus). JA4 Rodrigues
(2011), avaliou a capacidade antioxidante do gelo suplementado com extrato
da alga Fucus spiralis para manter a qualidade no armazenamento de

sardinhas.


https://www.google.com.br/search?biw=1366&bih=662&q=dictyoteae&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LWT9c3NDKozDEtT1fiAXEMLQvSM4qz87Qss5Ot9JMy83Py0yv184vSE_Myi3Pjk3MSi4sz0zKTE0sy8_OsMjLTM1KLFFBFARcncUxYAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwjBlcTFtcfTAhVHGpAKHR_GCNAQmxMIogEoATAV
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1.7.1 Atividade antioxidante

Os compostos antioxidantes sdo substancias que em baixas
concentracfes retardam ou impedem o dano oxidativo causado por radicais
livres que agem acentuando o processo degenerativo celular (SIES e STHAL,
1995, OLSZEWER, 2005). Os radicais livres sdo denominados de Espécies
Reativas ao Oxigénio (EROS), que os principais o radical hidroxila (OH),
peréxido de hidrogénio (H202) e o radical superéxido (O2) (HALLIWELL e
ARUOMA, 1991; HALLIWELL et al., 1996).

Os radicais livres sdo atomos, moléculas ou ions instaveis que possuem
elétrons livres em sua Orbita externa que estdo sempre em busca da sua
estabilidade, por isso sdo altamente reativos. Os radicais livres agem em
qualquer composto que esteja préximo atacando moléculas biolégicas como
lipidios, proteinas, enzimas, DNA e NRA, e outros constituintes celulares que
sdo locais alvo dos processos de degradacdo. Em consequéncia disso, tem-se
induzindo diferentes tipos de doencas sérias em humanos incluindo
aterosclerose, artrite, diabetes, inflamacao, genotoxidade, distrofia muscular,
cataratas, desordens neurolégicas, doencas coronarias, cancer, bem como o
envelhecimento celular (KOVATCHEVA et al., 2001; RUBERTO et al., 2001;
VIJAYABASKAR e SHIYMALA, 2012).

Como substancias antioxidantes tem-se as vitaminas C e E, pigmentos
(carotenoides), compostos vegetais e enzimas que atuam bloqueando o efeito
nocivo dos radicais livres (OU et al.,, 2002). Segundo Halliwell (1996) a
atividade antioxidante de frutas e vegetais se deve a presenca de trés grandes
grupos, o acido ascorbico e compostos fendlicos (antioxidantes hidrofilicos) e
os carotenoides (antioxidante lipolitico).

Os compostos fenodlicos sdo considerados antioxidantes primarios que
promovem a inativagdo ou remocéo da acao dos radicais livres por meio da
doacédo de atomos de hidrogénio (RAMALHO e JORGE, 2006).

As algas pardas possuem uma quantidade maior de compostos
antioxidantes do que as algas verdes e vermelhas (KINDLEYSIDES et al.,
2012). A producao dos fitoantioxidantes depende de diversos fatores, como a

sazonalidade e condicoes ambientais, podendo ainda ser induzidos ou
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aumentados por condicbes de stress, como temperatura, radiagao,
desequilibrio mineral ou por influéncia de patégenos, como instrumento de
defesa (NEILL et al., 2002).

Para Raymundo et al. (2004) apesar das macroalgas possuirem
guantidades significativas de &cidos graxos poli-insaturados apresentam
estabilidade quando armazenadas, mesmo quando submetidas a variacdes
intensas de luz, Oz e COg, fatores estes que atuam formando radicais livres ou
outros potentes oxidantes. Por esse motivo a industria alimenticia tem
considerado as algas como um bom antioxidante, uma vez que inibe
eficientemente a peroxidacao dos lipidios (CARDOZO et al., 2007).

Em alimentos, os radicais livres induzem a peroxidacdo de lipidios
gerando oxidantes secundarios, como heptanol e hexanal que contribuem para
a rancidez oxidativa e, consequentemente, para a deterioracdo do sabor dos
alimentos (off-flavours), toxicidade e destruicdo de biomoléculas importantes no
metabolismo fisiol6gico. Para retardar o referido processo, uma ampla gama de
antioxidantes sintéticos, como GP (gaiato de propilo), BHA (hidroxianisol
butilado), BHT (hidroxitolueno butilado) e TBHQ (terc-butil-hidroquinona) séo
habitualmente utilizados para prolongar o tempo de armazenagem do alimento,
apesar da suspeita de toxicidade e mutagénese (SAFER et al., 1999; ROCHA,
2007). Em alguns paises da Europa e no Canada o uso desses antioxidantes
sintéticos é proibido, enquanto que no Brasil, existe concentracdo estabelecida
pelo Ministério da Saude para o uso de 0,01% em relacao ao peso do alimento
(BRASIL, 1961).

Os métodos colorimétricos utilizados para avaliar a atividade
antioxidante dos compostos em extratos vegetais sao: 1. 1-DPPH, onde um
radical (2,2-Diphenyil-picrilhidrazil) em contato com o composto antioxidante é
neutralizado, ou seja, corresponde a quantidade de DPPH consumida pelo
antioxidante (BRAND WILLIAMS e BERSET, 1995). Neste método é reduzida a
absorbancia do radical a um comprimento de onda caracteristico durante a
reacdo da amostra em solugdo metandlica com o radical DPPH e 2. 2-ABTS,
através da captura do radical 2,2"-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido
sulfénico) (ABTS™). Este método mede atividade antioxidante de compostos
lipoliticos e hidrofilos (KUSKOSKI et al., 2005).
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1.7.2 Atividade antimicrobiana

Com relacéo a atividade antimicrobiana das macroalgas pouco se tem
relato na literatura quando comparado com os trabalhos relacionados a
atividade antioxidante (CABRAL, 2012). Segundo Oh et al. (2008), a expressiva
atividade antimicrobiana que as macroalgas tém demonstrado é devido a
presenca dos polifendis halogenados, como os bromofendis, além de
metabolitos secundarios como acidos, alcaloides e aminas.

Alguns compostos bioativos agem isolados nos extratos algais, como
florataninos, fendis, galactana sulfatada, acidos graxos, dentre outros. Além da
forma isolada dos compostos bioativos, a acdo antimicrobiana do extrato pode
acontecer devido a acdo sinérgica dos compostos, ou seja, 0 extrato pode
apresentar inibicdo microbiana e essa a¢ao desaparecer com o fracionamento
da amostra (PIERRE et al., 2011, EOM et al., 2012).

Vairappan et al. (2004) demonstraram atividade antibacteriana em oito
compostos halogenados de cinco espécies de algas vermelhas Lauréncia, com
amplo espectro de acdo contra bactérias Gram-positivas inclusive cepas
resistentes aos antibiéticos penicilina e vancomicina.

Ibrahim e Lim (2015), reportaram a inibicdo do crescimento da bactéria
Staphylococcus aureus meticilina resistente quando analisado com o extrato
metandlico da alga verde Enteromorpha intestinalis.

Shafay et al. (2016) analisaram a atividade antimicrobiana de algumas
espécies de algas (Sargassum vulgare, Sargassum fusiforme, Padina pavonia,
Ceramium rubro) contra bactérias multirresistentes (Pseudomonas sp.,
Staphylococcus sp., Shigella flexneri, Klebsiella pneumonia, Escherichia coli,
Corynebacterium sp.), e observaram que entre as quatro algas pesquisadas a
alga marrom S. Fusiforme e S. vulgare mostraram atividade inibitéria contra S.
aureus e K. pneumoniae, respectivamente.

O uso de extratos de macroalgas pode ser utilizado também na
aquicultura, uma vez que bactérias e fungos tém sido responsaveis por
ocasionar doencas que comprometem o cultivo e o uso de antibioticos
sintéticos resultarem em bactérias resistentes. Dessa forma, usar compostos

naturais que possam promover a prevencdo e o tratamento de doencas
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infecciosas no cultivo € uma alternativa promissora que também contribuira
com a manutengcdo dos recursos naturais e 0 meio ambiente
(PRIYADHARSHINI et al., 2012).

1.8 Revestimento edivel

A utilizacdo de coberturas e filmes comestiveis em alimentos € uma
técnica utilizada desde os séculos Xl e Xlll na China para retardar a
desidratacdo e melhorar a aparéncia. Uma das maiores contribuicdes da
fabricacdo de biofilmes comestiveis ou degradaveis biologicamente além da
conservacao do alimento, tem sido a preocupacdo ambiental com o descarte
de materiais ndo renovaveis como plastico, metais, vidro, etc. e, a oportunidade
de criar mercado de matérias primas formadoras de filme, a partir de
hidrocoloides e lipidios (FAKHOURI et al., 2007).

Imergir alimentos como frutas, queijos, vegetais, peixes e carnes em
formulagéo de revestimento é um método bastante utilizado. Apés a imerséo o
excesso € removido e o revestimento é seco, formando-se uma cobertura
sobre a superficie do produto (VALENCIA-CHAMORRO et al., 2011). Essa
barreira comestivel e semipermeéavel tem o objetivo de aumentar a vida util do
produto, uma vez que atua reduzindo a umidade, migracao de solutos, troca de
gases, taxas de respiracao e reacdes oxidativas, além de atuar como barreira
microbiolégica (SANTOS, 2014).

Os polissacarideos utilizados para formar revestimentos ediveis sdo
amido, alginatos, carragenatos, quitosana e gomas. Como gomas naturais
pode-se utilizar extratos de algas marinhas (alginatos e &gar), gomas de
sementes (galactomananos) ou raizes (SANTOS, 2014).

Uma das vantagens em utilizar o revestimento comestivel é que este
pode ser aplicado em alimentos que ndo sdo comumente embalados em
pequenas porg¢des, como por exemplo, feijdes e peras (BOURTOOM, 2008).

As coberturas contendo antioxidantes, antimicrobianos ou flavorizantes,

estdo dentro do grupo das embalagens ativas e podem ser mais eficazes do
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gue adicionar diretamente o composto bioativo no alimento. Isso se deve,
porque permitem que a migracdo da substancia seja de maneira lenta, n&o so
permitindo a inibicdo/controle do crescimento dos patégenos logo que
adicionado, como também uma protecao residual até o consumo (CALO-MATA
et al., 2008).
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CAPITULO 1 - ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE EXTRATOS DE
MACROALGAS E SUA APLICACAO NO REVESTIMENTO DE FILES DE
PEIXE

Artigo a ser submetido ao periddico International Journal of Food

Microbiology, Qualis A1 na Aréa Zootecnia/Recursos Pesqueiros.

Antonia Vicentina Nunes Rodrigues, Brenda Borges Vieira, Simone Teles,

Franceli da Silva, Carla Fernandes Macedo, Norma Suely Evangelista-Barreto

RESUMO: O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade antimicrobiana de
extratos etanolicos de macroalgas e estudar sua aplicacdo em revestimento
comestivel de filé de robalo para inibicdo de microrganismos patogénicos. As
macroalgas foram coletadas em bancos naturais da praia de Manguinhos em
Itaparica-BA e submetidas a triagem, identificacdo, herborizacdo, secagem e
moagem para extracdo com etanol por meio da maceracao a frio por 72 h. A
Concentracao Inibitéria Minima (CIM) foi determinada pela diluicdo em caldo
frente aos microrganismos Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus
aureus ATCC 43300, Salmonella enterica sorotipo Enteritides ATCC13076,
Vibrio cholerae, Bacillus cereus, Listeria monocytogenes CERELA e
Enterococcus faecalis, utilizando os extratos Sargassum vulgare e Padina
gymnospora (Phaeophyta); Gracilaria caudata, G. cervicornis, G.
dominguensis, G. birdiae e Laurencia sp. (Rhodophyta) e Codium sp.
(Chlorophyta). Os peixes foram adquiridos no municipio de Canavieiras-BA e
encaminhados em caixas isotérmicas para UFRB, onde foram processados.
Para verificar a atividade antimicrobiana na matriz alimentar, utilizou-se filés
revestidos com alginato de sodio a 1% adicionado do extrato da macroalga. Os
tratamentos foram mantidos sob refrigeracado por um periodo de 10 dias, sendo
realizadas analises microbiolégicas nos dias 1, 3, 5, 7 e 10 em triplicata. Dos
microrganismos testados, S. aureus se mostrou mais sensivel, sendo inibido
por quatro macroalgas, principalmente Padina gymnospora com a menor CIM
(8 mg.ml?). Todos os extratos avaliados apresentaram efeito bacteriostatico
frente aos microrganismos testes. O tratamento utilizando o extrato da alga P.
gymnospora como agente antimicrobiano reduziu a populacdo da bactéria L.
monocytogenes em 3 log UFC.g! com 1 dia de armazenamento sob
refrigeracdo. J& para S. aureus essa reducéo (3 log UFC.g') ocorreu com 3
dias apoés a inoculacéo, perdurando até 5 dias. O uso do extrato etandlico da
macroalga P. gymnospora contribuiu para um menor crescimento dos
microrganismos inoculados durante o armazenamento refrigerado em relacao
aos controles. Estes resultados evidenciam o potencial bioativo das espécies
de macroalgas coletadas em Manguinhos, Itaparica - BA.

Palavras-chave: Algas marinhas; Conservante natural; Pescado; Qualidade
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ANTIMICROBIAL ACTIVITY OF SEAWEED ETHANOLIC EXTRACTS AND
THEIR APPLICATION IN THE FISH FILET COATING

ABSTRACT: The objective of this work was to evaluate the antimicrobial
activity of ethanolic extracts of macroalgae and to study its application in edible
coating of fillet of sea bass for inhibition of pathogenic microorganisms. The
macroalgae were collected in natural banks of the beach of Manguinhos in
Itaparica-BA and subjected to sorting, identification, herborization, drying and
milling for ethanol extraction by cold maceration for 72 h. The minimum
inhibitory concentration (MIC) was determined by the dilution in broth against
the microorganisms Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus
ATCC 43300, Salmonella enterica serotype Enteritides ATCC13076, Vibrio
cholerae, Bacillus cereus, Listeria monocytogenes CERELA and Enterococcus
faecalis, using extracts Sargassum vulgare and Padina gymnospora
(Phaeophyta); Gracilaria caudata, G. cervicornis, G. dominguensis, G. birdiae
and Laurencia sp. (Rhodophyta) and Codium sp. (Chlorophyta). The fish were
purchased in the municipality of Canavieiras-BA and sent in isothermal boxes to
UFRB, where they were processed. To verify the antimicrobial activity in the
food matrix, fillets coated with 1% sodium alginate added to the macroalga
extract were used. The treatments were kept under refrigeration for a period of
10 days, and microbiological tests were performed on days 1, 3, 5, 7 and 10 in
triplicate. Of the microorganisms tested, S. aureus showed to be more sensitive,
being inhibited by four macroalgae, mainly Padina gymnospora with the lowest
MIC (8 mg.ml-1). All extracts evaluated had a bacteriostatic effect against test
microorganisms. Treatment using the extract of the algae P. gymnospora as an
antimicrobial agent reduced the population of L. monocytogenes bacteria in 3
log CFU.g-1 with 1 day storage under refrigeration. For S. aureus, this reduction
(3 log CFU.g-1) occurred 3 days after inoculation, lasting up to 5 days. The use
of the ethanolic extract of the macroalga P. gymnospora contributed for a
smaller growth of the microorganisms inoculated during the refrigerated storage
in relation to the controls. These results show the bioactive potential of the
macroalgae species collected in Manguinhos, Itaparica - Bahia.

Keywords: Seaweed; Natural preservative; Fish; Quality

1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos, a busca por alimentos que promovam a melhoria da
salde e da qualidade de vida do consumidor tem aumentado
consideravelmente e, dentre os alimentos de origem animal o peixe se destaca
devido ao seu elevado valor bioldgico. Destaca-se pela presenca de minerais,
vitaminas, uma composicao lipidica que se sobrepbe aos mamiferos pela
presenca de &cidos graxos poli-insaturados e baixo teor de colesterol. E um

alimento altamente proteico e possui todos os aminoacidos essenciais. Os



23

estudos que associam o valor nutricional ao bem-estar e saude do ser humano
tém proporcionado o aumento do consumo de peixe, em virtude da influéncia
benéfica deste alimento para doencas cardiovasculares, depressao, acidente
vascular cerebral e mal de alzheimer (OSAWA, 2005; SANTORI e AMANCIO,
2012).

As caracteristicas intrinsecas dos peixes, como elevada atividade de
agua em seus tecidos e pH neutro, aliadas a composicado quimica contribuem
com o desencadeamento das alteragbes enzimaticas, oxidativas e/ou
microbiologicas que sdo aceleradas em condi¢des incorretas de captura e
manipulacdo. Dessa forma, faz-se necessarios cuidados higiénicos sanitarios
em toda a cadeia produtiva do pescado visando minimizar as referidas
alteracdes (OETTERER, 2005).

As doencas veiculadas por alimentos (DVA) séo caracterizadas como
um problema de salde publica devido a presenca de microrganismos
patogénicos ou toxinas. A maioria dos casos de DVA ndo sdo notificados
porque os individuos ndo buscam auxilio médico em virtude de os sintomas
serem brandos ou, quando o fazem, os sintomas sao confundidos com virose
(BATISTA e BEZERRA, 2015). Dentre os microrganismos associados as DVA
podem ser citados Campylobacter jejuni, Escherichia coli 0157:H7, Listeria
monocytogenes, Salmonella enteritidis, Vibrio cholerae, Vibrio wvulnificus,
Yersinia enterocolitica e Staphylococcus aureus (COSTA, 2011; SOARES e
GONCALVES, 2012).

O processamento da matéria prima, além de agregar valor, contribui
para a oferta de um produto com maior vida util para o consumo. Contudo, é
preciso ter cuidado com a contamina¢do, que pode acontecer por diferentes
vias, que sdo: a agua, utensilios utilizados no abate, condi¢cdes da embarcacao,
qualidade do gelo, condi¢cdes de refrigeragcdo e manipulacdo (BARTOLOMEU
et al.,, 2011). Antimicrobianos sintéticos (acido sérbico, benzoico, propibnico,
acético, lactico, nitritos e nitratos) sdo usualmente utilizados na industria
alimenticia para preservar a seguranca e qualidade dos alimentos (GUPTA e
ABU-GHANNAM, 2011).

A busca por produtos naturais que atuem como alternativa na
conservacao de alimentos tem sido um dos maiores desafios nos dias atuais, ja

que aditivos sintéticos podem ser prejudiciais. Dentro deste contexto, as algas
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marinhas ou macroalgas vém sendo estudadas pelo potencial de seus
metabdlitos secundarios, que sdo fitoquimicos biologicamente ativos com
diversas atividades farmacoldgicas, incluindo a antimicrobiana, antioxidante e
antifangica (BARROW e SHAHIDI, 2008) principalmente propriedades
antimicrobianas (DUSSALT et al., 2016).

As algas marinhas sao representantes do primeiro elo da cadeia
alimentar e possuem importante papel na manutencdo da vida aquética.
Algumas espécies sdo indicadoras de poluicdo ambiental e podem ser
encontradas nos mais diversos ambientes, com uma grande variedade de
formas e tamanhos. De acordo com a composicdo de pigmentos podem ser
classificadas em trés divisdes: Chlorophyta (algas verdes), Phaeophyta (algas
pardas) e Rhodophyta (algas vermelhas) (PADUA et al., 2004). Possuem
estruturas reprodutivas ndo envolvidas por camadas de células estéreis, sdo
consideradas plantas sem flores, caule e raiz, e compreendem um dos
organismos mais importantes de origem marinha (KAMALADHASAN e
SUBRAMANIAN, 2009; DOMETTILA et al., 2013).

As algas marinhas nutricionalmente sdo conhecidas h& séculos,
principalmente em paises asiaticos devido a sua importancia na alimentacéo,
por serem ricas em fibras, vitaminas hidrossoliveis (complexo B e C) e
lipossoluveis (A, K, D e E) (ROCHA, 2001). Também sao fontes de proteinas,
carboidratos e minerais como Ca, P, Na, Fe, Mg, | e K, pouco caldricas e ricas
em &cidos graxos poli-insaturados (DHARGALKAR e VERLENCAR, 2009). Sao
constituidas de acidos, aminas, lipidios, esterdis, esteroides, compostos
fendlicos, fitocromos, pigmentos, aclUcar e alcool, sintetizados em resposta aos
estimulos ambientais e, que despertam grande interesse devido sua acao
farmacoldgica, e possivel uso na industria alimenticia e cosmética (SIMOES et
al., 2007).

Com base nessas consideragdes, o objetivo deste trabalho foi avaliar a
atividade antimicrobiana de extratos etandlicos de macroalgas e estudar sua
aplicacdo em revestimento comestivel de filé de robalo para inibicdo de

microrganismos patogénicos.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Coleta e triagem

As macroalgas foram coletadas em bancos naturais da praia de
Manguinhos em Itaparica — BA (12° 54.279'S e 038° 38. 084’ W) (Figura 1).
Foram selecionadas as espécies com maior abundancia, sendo o material
coletado na maré baixa, de acordo com a tdbua de marés emitida pela Diretoria
de Hidrografia e Navegacédo do Ministério da Marinha.

Figura 1. Mapa de localizacdo da regido de coleta, praia de Manguinhos em
Itaparica — BA, Brasil.
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As macroalgas foram coletadas manualmente, com auxilio de uma
espatula, tendo-se o cuidado ao retira-las, uma vez que parte da alga foi
mantida para garantir a manutencédo do banco natural. A coleta foi realizada de
maneira que fosse obtido exemplares dos trés grupos de algas, Rodophyta,
Phaeophyta e Chlorophyta (vermelhas, pardas e verdes). ApOs a coleta, os
exemplares foram transportados para a Universidade Federal do Recdncavo da
Bahia (UFRB) em sacos de polietileno, acondicionados em caixas isotérmicas

com gelo.
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Amostras de macroalgas foram encaminhadas para o laboratério de
Sistemética Vegetal do Herbéario do Recéncavo da Bahia (HURB) — UFRB, para
fixacdo, herborizacao e identificacéo.

No laboratério de Cultivo de Algas do Nucleo de Estudos em Pesca e
Aquicultura (NEPA) foi realizada a triagem das amostras restantes, com
separacdo do material epifitico, areia e outros detritos. As macroalgas foram
lavadas em agua corrente e em seguida com agua destilada, para remoc¢éao dos
sais e em seguida pesadas e encaminhadas para o laboratério de Fitoquimica

da UFRB para preparacao dos extratos.

2.3 Herborizacéao

A herborizacdo foi realizada conforme descrito por Sant'anna et al.
(1989), sendo as macroalgas colocadas cuidadosamente sobre uma folha de
papel firme e o mesmo dentro de uma bandeja com agua. Apds o referido
procedimento o material foi inserido entre folhas de jornal e papeldo e
colocadas entre duas prensas, amarradas firmemente com cordéo resistente e,
encaminhadas para estufa a temperatura de 40-50°C, sendo retiradas da
estufa decorridos seis dias e obtidas as exsicatas. Logo apés, o material foi
identificado e incorporado ao acervo do Herbario do Recéncavo da Bahia
(HURB) da UFRB.

2.4 Preparacao dos extratos

Foi realizada secagem das macroalgas em estufa a 40°C por até 72h,
periodo que variou conforme a espécie e respectiva quantidade de agua. Apos
a secagem, as macroalgas foram trituradas em moinho tipo Willey com peneira
de 1mm para formacdo de um pé bem fino, para melhor contato célula/solvente
e extracdo. Logo a seguir, as amostras foram pesadas em balanca analitica
para posterior preparacdo do extrato e determinagcdo do rendimento
(RAYMUNDO et al., 2004).

Foram preparados oito extratos etandlicos com as seguintes espécies de

macroalgas: Gracilaria birdiae, Gracilaria cervicornis, Gracilaria caudata e
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Laurencia sp. (Rodophyta), Sargassum vulgare e Padina gymnospora
(Phaeophyta) e Codium sp. (Chlorophyta).

A biomassa das macroalgas foi submetida a extracdo exaustiva por nove
dias, utilizando o etanol (92,8° INPM) como solvente na proporcédo 1:10, sendo
realizada filtragem a cada 72 h, a temperatura ambiente e ao abrigo da luz,
como proposto por Cabral (2012). Posteriormente, os extratos foram filtrados e
levado para evaporador rotativo (RE 52A) a temperatura de 40°C. O residuo
seco apoés a evaporacdo do solvente (extrato bruto) foi armazenado em frascos
ambar devidamente etiguetados a temperatura de 4-8°C até as analises

seguintes.

2.5 Atividade antimicrobiana in vitro dos extratos etandélicos das algas

2.5.1 Determinacgao da Concentracgéo Inibitéria Minima (CIM)

Para determinacdo da CIM foram utilizados cinco extratos etanodlicos de
macroalgas (Gracilaria birdiae, Gracilaria cervicornis, Gracilaria caudata e
Laurencia sp. (Rodophyta), Sargassum vulgare e Padina gymnospora
(Phaeophyta)) frente aos microrganismos Escherichia coli ATCC 25922,
Staphylococcus aureus ATCC 43300, Salmonella enterica sorotipo Enteritides
ATCC13076, Vibrio cholerae, Bacillus cereus, Listeria monocytogenes CERELA
e Enterococcus faecalis.

Os microrganismos foram ativados em agar TSA e inoculados em estufa
bacteriol6gica do tipo BOD (SL 200/334) por 24 horas, a 37°C, para obtencao
do crescimento bacteriano. Posteriormente, colénias foram inoculadas em 9 ml
de solucdo salina a 0,85%, com auxilio de alca bacteriol6gica previamente
flambada. A suspenséo obtida foi lida em espectrofotdmetro, conforme citado
acima. Para avaliacdo da influéncia das concentracdes dos extratos, utilizou-se
a técnica de microdiluigdo em microplacas com tampas estéreis contendo 96
pocos (SANTURIO et al., 2007). Para tanto, 1g dos extratos foram dissolvidos
em metanol para concentracdo de 640 pg.ml ' com diluicdo 1:10 para
obtencdo da concentracdo de 64000 ug.ml -1. Em seguida, foram adicionados

200 pl de caldo Muller-Hinton nas 3 primeiras colunas da placa e também 200
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pl do extrato diluido para avaliacdo da concentracdo inibitéria minima, a partir
de entdo realizada a diluicdo seriada de modo que a primeira linha
apresentasse a maior concentracdo 32.000 pg.ml -1 e a dltima 250 pg.ml -,
seguindo da avaliacdo da influéncia do diluente, do antibiético (clorafenicol) e
dos controles, todos em triplicata. O sistema foi incubado a 35-37°C por 24
horas.

Para a leitura do ensaio foi utilizado o método colorimétrico de oxido-
redugao com adicao de 20 pL da solugdo aquosa do corante resazurina sodica
(Sigma-Aldrich) na concentracédo de 0,01% (p/v) em todos pocos da placa. A
mudanca de coloragdo do corante de azul para rosa indica o0 crescimento

microbiano, ou seja, ineficiéncia do extrato (COSTA, 2009).

2.5.3 Concentracao Bactericida Minima (CBM)

Foram realizados ensaios em duplicata para verificacdo da CBM em
funcdo dos resultados obtidos com a CIM, utilizando-se as suspensfes dos
pocos que ndo apresentaram coloracdo indicativa do crescimento bacteriano.
Aliquotas de 10 pL dessas suspensfes foram inoculadas em placas contendo
agar Muller-Hinton. Posteriormente, essas placas foram incubadas por 24 h a
37°C. A CBM correspondeu a menor concentracdo em que nao houve

crescimento bacteriano visivel (SANTURIO et al., 2007).

2.6 Solucao de revestimento

Para a obtencdo da solucédo de revestimento foi utilizada a metodologia
proposta por Oussalah (2006) e Lu et al. (2009) com modificagbes. O alginato
de sbédio a 1% foi solubilizado a temperatura ambiente em agua destilada
estéril sobre agitagdo de 1000 rpm, adicionado glicerina (1%) e a concentracao
(0,25 mg.mL! e 8 mg.mL!) do extrato da alga de acordo com o microrganismo

teste, até completa solubilizacéo.
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2.7 Atividade antimicrobiana do extrato etandlico da macroalga Padina

gymnospora na matriz alimentar

Os peixes foram adquiridos no municipio de Canavieiras-BA e
encaminhados em caixas isotérmicas para o laboratério de Tecnologia do
Pescado da UFRB onde foram processados.

No Laboratorio de Microbiologia de Alimentos e Ambiental (LABMAA)
amostras de filées de robalo foram submetidos a analise microbiolégica para
verificar a carga microbiana inicial. Os demais foram contaminados
intencionalmente por imersdo por 30 minutos em suspenséo bacteriana dos
microrganismos indicadores Listeria monocytogenes e Staphylococcus aureus,
na concentracdo de 10 UFC.mL™.

A partir de entdo, os filés de robalo foram separados em trés
tratamentos: C1 Filés contaminados com o microrganismo teste (controle
negativo), C2 Filés contaminados com o microrganismo teste e revestidos com
alginato de sédio 1% (controle negativo) e T1 Filés contaminados com o
microrganismo teste e revestidos com alginato de s6dio 1% contendo o extrato
da macroalga com a concentracdo (0,25 mg.mL* e 8 mg.mL?), determinada
com a CIM de acordo ao microrganismo teste (L. monocytogenes e S. aureus).

Os peixes submetidos aos diferentes tratamentos foram mantidos em
refrigeracdo a 4°C por um periodo de 10 dias, sendo realizadas as analises
microbiolégicas nos dias 1, 3, 5, 7 e 10 em triplicata, segundo Silva et al.
(2010). Cada tratamento continha trés filés com aproximadamente 100 g cada,
os quais foram separados em bandejas de acordo o microrganismo e o dia de

analise.

2.8 Analise estatistica

A analise dos resultados foi realizada utilizando-se o Sistema para
Anadlise de Variancia - SISVAR (FERREIRA, 2000). As médias dos tratamentos
foram submetidas a analise de variancia pelo teste de F e aplicado o teste de
Tukey (P<0,05). Todas as analises foram realizadas em triplicata e com duas

repeticdes.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Coleta, herborizacéo e rendimento

As espécies de algas coletadas na praia de Manguinhos em lItaparica -
BA, e o rendimento dos extratos algais estdo apresentadas na Tabela 1. Dos
oito extratos etandlicos de macroalgas, o da Codium sp. apresentou o0 maior
rendimento (3,60%) sugerindo que esta alga verde pode ter composi¢cao ou
proporcdes diferentes que apresentam maior afinidade com o solvente de

caracteristicas polar usado (etanol).

Tabela 1. Tipos de macroalgas coletadas na Praia de Manguinhos em Itaparica
- BA e o rendimento dos extratos etandlicos obtidos.

Rendimento dos extratos

Filo Exsicata Biomassa seca Extrato bruto Rendimento
Algas 9) Q) (%)
Gracilaria birdiae 12947 15 0,04 0,27
Gracilaria 12944
cervicornis 15 0,12 0,80
Rhodophyta Gracilaria caudata 9516 15 0,12 0,80
Gracilaria 12943
dominguensis 15 0,08 0,53
Laurencia sp. 9515
15 0,03 0,20
Sargassum vulgare 12941 15 0,35 2,33
Phaeophyta  padina gymnospora 9521
15 0,41 2,73
Chlorophyta Codium sp. 12945 15 0,54 3,60

Em ordem decrescente de rendimento dos extratos se encontram os filos
Chlorophyta, Phaeophyta e Rhodophyta. Rendimento semelhante do extrato de
Codium sp. foi encontrado por Cho et al. (2011) para o extrato etandlico da alga
verde Enteromorpha prolifera (3,54%). Segundo os autores a diferenca nos
rendimentos dos extratos de algas se deve a forma de extragdo, tipo de
solvente, tempo, temperatura e a propria espécie da alga. A diferenca no
rendimento dos extratos de macroalgas também ocorre devido a polaridade do
solvente uma vez que distintos compostos sdo extraidos em funcdo da
polaridade (PITTA, 2010).
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De modo geral, os solventes utilizados na extracdo de substancias ativas
nao sao seletivos, ocasionando a extracdo de diversos grupos de compostos,
como polissacarideos, compostos fendlicos, acidos graxos poli-insaturados,
proteinas, peptideos, vitaminas, pigmentos, terpenoides e esterdis. Esses
grupos apresentam diferentes concentracdes e potencial bioativo que podem
variar conforme a época do ano, localizacdo geografica, espécie e alteraces
ambientais (BALBOA et al., 2013).

3.2 Atividade antimicrobiana in vitro dos extratos etandlicos das algas

3.2.1 Determinacdo da Concentracéo Inibitéria Minima (CIM)

Para determinacdo da CIM foram utilizadas as espécies de macroalgas
que poderiam ser encontradas ao longo do ano P. gymnospora, S. vulgare
(Phaeophyta) e G. birdiae, G. cervicornis, G. caudata (Rhodophyta).

Todas as espécies de macroalgas testadas apresentaram atividade
antimicrobiana frente a pelo menos um microrganismo testado, sendo a maior
atividade antimicrobiana verificada com o extrato de G. caudata ao inibir o
crescimento de quatro microrganismos, seguida de G. cervicornis, G. birdiae e
P. gymnospora para trés microrganismos e S. vulgare para um microrganismo
(Tabela 2).

As espécies de Gracilaria apresentaram atividade antimicrobiana tanto
para as bactérias Gram positivas quanto Gram negativas na maior
concentracdo, com excecdo de G. birdiae que apresentou uma CIM de 0,25
mg.mL? para E. faecalis. Uma CIM de 0,25 mg.mL* também foi observada
para L. monocytogenes usando P. gymnospora (Tabela 2). O extrato de P.
gymonspora se mostrou o mais eficiente, pois além de inibir trés

microrganismos, ocorreu em baixas concentragoes.
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Tabela 2. Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) dos extratos algais de cinco
espécies de macroalgas frente a bactérias Gram positivas e Gram negativas.

Extratos (mg.mL™)

Micro-
organismo . . .
g P, S.vulgare G. birdiae G. cervicornis G.caudata CLO
gymnospora
Escherichia coli NI NI 32,0 NI NI 0,24
Vibrio cholerae NI NI NI NI NI 0,24
Enterococcus NI NI 0,25 NI 32,0 0,12
faecalis
Salmonella
enterica NI NI NI 32,0 32,0 0,12
sorotipo
Enteritidis
Staphylococcus 8,0 NI 32,0 32,0 32,0 0,12
aureus
Listeria
0,25 0,5 NI 32,0 NI 0,24

monocytogenes
Bacillus cereus 8,0 NI NI NI 32,0 0,24

CLO - Cloranfenicol; NI — Nao houve inibi¢&o.

Dentre os microrganismos testados S. aureus se mostrou a mais
sensivel, sendo inibida por quatro extratos etandlicos de macroalgas, com P.
gymonspora apresentando menor CIM (Tabela 2). Padina gymnospora
apresentou atividade antimicrobiana apenas para as bactérias Gram positivas
Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes e Bacillus cereus, exceto
Enterococcus faecalis. Bactérias do género Enterococcus sao resistentes as
variacbes das condicbes ambientais e conseguem sobreviver a condi¢des
adversas de crescimento. Possuem mecanismos de viruléncia tais como,
enzimas extracelulares, toxinas, flagelos, capsulas e transferéncia de genes
que as tornam resistentes a antimicrobianos sintéticos (SHEPARD e
GILMORE, 2002; ARIAS et al., 2012). Acredita-se que estes mecanismos de
defesa de E. faecalis tenham contribuido com a maior resisténcia aos
compostos bioativos do extrato de P. gymonspora.

Exemplo disso foi o trabalho observado por Shafay et al. (2016) ao
avaliarem a atividade antimicrobiana de algumas espécies de macroalgas do

mar vermelho frente a bactérias multirresistentes. Os autores observaram que
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todos os extratos de Padina pavonia apresentaram inibicdo para a maioria das
bactérias testadas com uma CIM variando de 50 a 100 mg.mL, valores estes
bem superiores aos encontrados no presente trabalho.

Baliano et al. (2016) ao analisarem a atividade antimicrobiana de P.
gymnospora provenientes do litoral do Espirito Santo, relataram uma CIM de
0,5 mg.mL*para S. aureus, CIM esta inferior ao observado no presente estudo
(8 mg.mL1). Provavelmente as variacdes ambientais, o estagio de crescimento
da alga, o solvente e 0 método de extracdo empregados tenham contribuido
para atividade em maior concentragao.

De acordo com Fabry et al. (1998) e Adetutu et al. (2011) para que um
extrato tenha acéo bactericida este deve apresentar uma concentracado de 100
a 1000 vezes superior aos antibiéticos usuais. No entanto, a identificacdo da
atividade antimicrobiana nos extratos avaliados, embora em diferentes graus,
indica a presenca de importantes compostos bioativos, o que representa
significativa contribuicdo na investigacdo por substancias que possam ser
utilizadas na conservacao de alimentos como alternativa aos agentes sintéticos
convencionais.

Listeria monocytogenes foi a segunda bactéria mais suscetivel a acéo
dos extratos de macroalgas, sendo inibida por trés espécies e apresentado
menor CIM para P. gymnospora (Tabela 2), enquanto os microrganismos B.
cereus, Salmonella enterica sorotipo Enteritides e E. faecalis apresentaram
suscetibilidade a duas macroalgas e E. coli a uma macroalga. Em bactérias
Gram positivas, como a L. monocytogenes, a presenca apenas da espessa
parede de peptidoglicano as torna mais suscetiveis a acdo dos compostos
bioativos, uma vez que ndo possuem membranas adicionais para aumentar a
protecdo, como as Gram negativas (GUPTA e ABU-GHANNAM, 2011;
RAMKUMAR et al., 2016).

Véarios sao os fatores de viruléncia dos microrganismos E. coli,
Salmonella enterica sorotipo Enteritides e Vibrio cholerae, como a estrutura e
composicdo do envelope celular que dificultam a acdo dos compostos
antimicrobianos. Além disso, ocorrem adaptacOes para a defesa da bactéria,
como exotoxinas, multiplicagdo em meios com restricdo de ferro e a

multirresisténcia aos antimicrobianos ou a colonizacdo celular (RIBEIRO,



34

2006), fatores determinantes para inibicdo do crescimento de E. coli por
apenas uma espécie de macroalga e com a maior concentracao testada.

Bacillus cereus apresentou uma CIM de 8 mg.mL?! para o extrato
etandlico de P. gymnospora e 32 mg.mL?! para o extrato etandlico de G.
caudata. Efeito inibitério com concentracéo inferior (63 pg.mL™?) foi verificado
por Dussalt et al. (2016) ao avaliarem atividade antimicrobiana do extrato
etandlico de Padina sp. frente ao B. cereus. Acredita-se que a variacdo destas
concentracfes é devido a variagcdes sazonais que interferem na producédo dos
compostos biativos.

O extrato etandlico da alga Sargassum vulgare em concentracédo de 0,5
mg.mL* foi eficiente na inibicdo da bactéria L. monocytogenes. Shafay et al.
(2016) ao avaliarem a atividade antibacteriana do extrato de duas espécies de
Sargassum, utilizando diferentes solventes, relataram que o extrato (éter) de
Sargassum fusiforme apresentou atividade frente a S. aureus na concentracao
de 100 pl enquanto o extrato (etanol) do S. vulgare apresentou atividade frente
a bactéria Klebisiella pneumonia na concentracdo de 50 pul. Estes autores
afirmaram que essa variacdo da atividade antibacteriana para o mesmo género

analisado é devido a polaridade dos solventes utilizados que permitiram a

extracdo de diferentes compostos bioativos.

3.2.2 Determinacado da Concentragdo Bactericida Minima (CBM)

Todos os extratos de algas apresentaram efeito bacteriostatico frente
aos microrganismos. Esse resultado demonstra promissora atividade, por
validar o potencial bioativo das macroalgas coletadas na praia de Manguinhos
em lItaparica-BA, ao inibir o crescimento de bactérias patogénicas. Contudo,
acredita-se que a acédo sinérgica das concentracdes de dois ou mais extratos

possam aumentar a potencialidade dos mesmos.
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3.3 Atividade antimicrobiana do extrato etandlico da macroalga Padina

gymnospora na matriz alimentar

A atividade antimicrobiana do extrato da macroalga Padina gymnospora
em filés de robalo foi avaliada frente as bactérias Gram positivas Listeria
monocytogenes e Staphylococcus aureus nas concentracdes de 0,25 mg.mL?

e 8 mg.mL™?, respectivamente (Tabelas 3 e 4).

Tabela 3. Atividade antimicrobiana do extrato etandlico da macroalga P.
gymnospora (0,25 mg.mL?) frente a L. monocytogenes em filés de robalo
armazenados a 4°C por 10 dias.

Listeria monocytogenes (log UFC.g?)

Tratamentos 1 (dia) 3 (dias) 5 (dias) 7 (dias) 10 (dias)
C1 6,89 Ba 7,54 Bb 8,00 Bc 10,81 Bd 11,81 Be
c2 6,82 Ba 7,41 Cb 8,70 Cc 10,81 Bd 11,81 Be
T1 3,85 Aa 4,87 Ab 5,84 Ac 7,45 Ad 8,75 Ae

Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05), letra
mailscula na coluna comparam os tratamentos dentro do tempo e a letra mindscula comparam
os tratamentos ao longo do tempo. C1- filés contaminados com L. monocytogenes (controle
negativo); C2 — filés contaminados com L. monocytogenes e revestidos com alginato de sddio
1% (controle negativo); T1 — filés contaminados com L. monocytogenes e revestidos com
alginato de sédio 1% contendo extrato etandlico da macroalga P. gymnospora (0,25 mg.mL1).

Os filés de robalo utilizados n&o apresentaram contaminagdo inicial
pelos microrganismos Listeria monocytogenes e Staphylococcus aureus,
demonstrando que a densidade populacional mensurada ao longo do
armazenamento foi proveniente do inoculo inicial.

Observou-se crescimento de L. monocytogenes nos filés de robalo
submetidos aos tratamentos Cl e C2. O tratamento utilizando o extrato
etandlico da macroalga P. gymnospora como agente antimicrobiano se mostrou
eficaz ao reduzir o crescimento da bactéria Listeria monocytogenes em 3 ciclos
logaritmos, o que correspondeu a mais de 50% de reducdo com 1 dia apés a
inoculacao, quando comparado aos controles (C1 e C2).

Apesar da contagem microbiana ter aumentado ao longo do
armazenamento dos filés de robalo submetidos ao tratamento com extrato
etandlico da macroalga P. gymnospora (T1l) observaram-se contagens

inferiores aos controles (C1 e C2) diferindo estatisticamente entre si, 0 que
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demonstra o potencial do extrato etandlico da macroalga P. gymnospora para
aumentar o periodo de armazenamento do pescado refrigerado.

Com relagéo a populacdo de Staphylococcus aureus em amostras de
filés de robalo tratados com extrato etandlico da macroalga P. gymnospora, 0s

resultados encontram-se na Tabela 4.

Tabela 4. Atividade antimicrobiana do extrato etandlico da macroalga P.
gymnospora (8 mg.mL™?) frente a S. aureus em filés de robalo armazenados a
4°C por 10 dias.

Staphylococcus aureus (log UFC.g1)

Tratamentos 1 (dia) 3 (dias) 5 (dias) 7 (dias) 10 (dias)
1 6.26 Ba 6,69 Cb 7.36 Be 8,10 Bd 10.29 Ce
c2 6,41 Cb 6,02 Ba 7,59 Cc 8,46 Cd 9,80 Be
T1 6,16 Ac 3,24 Aa 4,37 Ab 7,93 Ad 9,16 Ae

Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05), letra
mailscula na coluna comparam os tratamentos dentro do tempo e a letra mindscula comparam
0s tratamentos ao longo do tempo. C1. Filés contaminados com S. aureus (controle negativo);
C2. Filés contaminados com S. aureus e revestidos com alginato de sédio 1% (controle
negativo); T1l. Filés contaminados com S. aureus e revestidos com alginato de sodio 1%
contendo extrato etandlico da macroalga P. gymnospora (8 mg.mL™).

As melhores respostas foram obtidas com trés 3 dias de exposicdo da
populacdo de Staphylococcus aureus ao extrato, com uma reducdo de
aproximadamente 3 ciclos logaritmos da populagcdo. Esta reducéo
correspondeu a quase 54% ao comparar aos controles (C1 e C2) no mesmo
periodo (3 dias). Com 5 dias de observacéo, a reducédo de 3 ciclos logaritmos
se manteve, apesar de ter havido crescimento da populagdo microbiana
(Tabela 4).

Comparando-se as Tabelas 3 e 4 é possivel observar os diferentes
comportamentos dos microrganismos em relacdo a acado do extrato. Para L.
monocytogenes observou-se reducdo da populagcdo microbiana (3 log UFC.g?)
apos 1 dia, ao comparar com os controles (C1 e C2), enquanto que para S.
aureus a reducdo de 3 log UFC.g* ocorreu com 3 dias, perdurando até 5 dias.
Acredita-se que a concentragdo do extrato testada para ambos o0s
microrganismos tenha interferido nos resultados encontrados, uma vez que, foi
empregada a concentracdo inibitdria minima (CIM) determinada no ensaio
antimicrobiano in vitro e ao avaliar a matriz alimenta, seria hecessério o uso de
uma maior concentragdo do extrato para alcancar o mesmo efeito, j4& que o

alimento constitui um meio de cultura completo.
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As propriedades intrinsecas dos alimentos (teores de lipidios, proteina,
agua, minerais, pH), aliados aos determinantes extrinsecos (temperatura,
embalagem, luz, ar e caracteristicas dos microrganismos) influenciam na
sensibilidade bacteriana (BURT, 2004; CASTELLANO et al., 2008). No entanto,
deve-se ter o cuidado ao utilizar compostos antimicrobianos em alimentos, em
razao dos impactos sensoriais que estes podem ocasionar no sabor, odor e
aparéncia dos mesmos.

Os compostos conhecidos como responsaveis pela acdo antimicrobiana
em algas marinhas sao os fendlicos, os lipofilicos e os terpenos. O mecanismo
de acdo desses compostos bioativos ainda ndo € totalmente esclarecido e,
acredita-se que a variacdo na concentracdo da CIM bem como a acdo na
matriz alimentar esteja relacionada a composicdo e a morfologia dos
microrganismos. Um mecanismo utilizado por estes compostos € interferir na
sintese do peptidoglicano, responséavel pela integridade da parede bacteriana.
Ao atacarem a parede e membranas celulares dos microrganismos causam
liberacdo dos constituintes intracelulares ou atuam na funcdo da membrana,
interrompendo o transporte de elétrons, absorcdo de nutrientes, proteinas,
sintese de acidos nucleicos e a atividade enzimatica (GUPTA e ABU-
GHANNAM, 2011; RAMKUMAR et al., 2016).

Embora haja estudos das atividades antimicrobiana e antioxidante dos
extratos de algas marinhas in vitro, pouco se sabe sobre a acdo desses
compostos efetivamente em alimentos, se realmente ao serem adicionados aos
produtos alimentares atuam efetivamente para aumentar a seguranca
(SOLOMAKOS et al., 2008). Os relatos disponiveis sdo em relacdo a adi¢ao de
extrato de algas marinhas no cultivo de animais marinhos utilizados para
consumo humano e, consequente reducdo de doencas no cultivo ou, adicado
em alimentos para substituir ou suplementar minerais e /ou fibras (GONI et al.,
2000; KUMARAN et al., 2010).

4 CONCLUSAO

Os extratos de macroalgas marinhas coletadas na praia de Manguinhos
em ltaparica—BA, possuem atividade antimicrobiana, portanto, s&o

considerados potencial fonte de compostos biologicamente ativos. O uso do
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extrato etandlico da macroalga P. gymnospora contribuiu para um menor
crescimento dos microrganismos inoculados durante o armazenamento
refrigerado em relacdo aos controles. No entanto, faz-se necessario realizar
testes com concentragcdes maiores na matriz alimentar para que o revestimento
adicionado do extrato etandlico da macroalga P. gymnospora seja indicado
como alternativa ao uso de aditivos quimicos na conservacdo de filés de

robalo.
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Resumo

Este trabalho visou analisar a atividade antioxidante de extratos etandlicos de
macroalgas (pardas e vermelhas) na conservacdo de filés de robalo
congelados. Foram analisadas a atividade antioxidante dos extratos usando 0s
métodos DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo) e ABTS [2,2’-azinobis-(3-
etilbenzotiazolina-6-acido  sulfénico)], teor de flavonoides, tanino
esteroides/triterpenoide, saponina e alcaloides. A solugcédo de revestimento foi
obtida usando alginato de sédio a 1% + 20 mg.mL? do extrato de P.
gymnospora. O monitoramento microbiolégico e fisico-quimico foi realizado nos
intervalos TO, T30, T60, T90 e T120 dias. Ao final foi realizada anélise sensorial
para verificar se o extrato da macroalga influenciava no grau de aceitacdo dos
filés de peixe. Os extratos etandlicos das diferentes espécies de macroalgas
analisadas apresentaram atividade antioxidante pelas metodologias de DPPH e
ABTS, sendo que a maior atividade antioxidante foi observada para o extrato
da Padina gymnospora e a menor atividade para o extrato da Gracilaria birdiae.
Verificou-se a presenca de esteroides e triterpenoides em 100% dos extratos,
flavonoide apenas para P. gymnospora e glicosideos para P. gymnospora, S.
vulgare e G. cervicornis. Os filés tratados com o extrato da macroalga P.
gymnospora (T1) apresentaram menor contagem de bactérias psicrotroficas ao
longo do periodo de armazenamento. Na matriz alimentar, ndo houve variacéo
nos conteudos de umidade e cinzas. Para proteinas houve diferenca apenas
para o tratamento T1, A reducéo de lipidios foi menor nos tratamentos usando
extrato de P. gymnospora e BHT. O tratamento T4 apresentou menor oxidac&o
lipidica quando comparado aos controles. Na anélise sensorial, ndo foi
conservada diferenca entre os filés revestidos e ndo revestidos, apenas maior
coloragdo nos filés revestidos com o extrato de alga. Os filés de robalo
revestidos com extrato etandlico da macroalga P. gymnospora podem ser
congelados por até 120 dias sem apresentar altas taxas de oxidacao lipidica.

Palavras-chave: Algas marinhas; Compostos bioativos; Conservacao;
Seguranca alimentar
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USE OF SEAWEED EXTRACT IN THE FISH FILLET (Centropomus sp.) TO
MINIMIZE LIPIDIC OXIDATION

Abstract

This work aimed to analyze the antioxidant activity of seaweed (brown and red)
ethanol extracts in the conservation of frozen robalo fillets. The antioxidant
activity of the extracts was analyzed using DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl)
and ABTS [2,2'-azinobis- (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)], flavonoid
content, tannin steroids / triterpenoid, saponin and alkaloids. The coating
solution was obtained using 1% sodium alginate + 20 mg.mL* extract of P.
gymnospora. Microbiological and physicochemical monitoring was performed at
intervals TO, T30, T60, T90 and T120 days. At the end, sensorial analysis was
carried out to verify if the extract of the seaweed influenced the degree of
acceptance of the fish fillets. The ethanolic extracts of the different species of
seaweed analyzed showed antioxidant activity by the methodologies of DPPH
and ABTS, and the highest antioxidant activity was observed for the extract of
Padina gymnospora and the lowest activity for the Gracilaria birdiae extract.
The presence of steroids and triterpenoids was verified in 100% of extracts,
flavonoid only for P. gymnospora and glycosides for P. gymnospora, S. vulgare
and G. cervicornis. The fillets treated with the seaweed extract P. gymnospora
(T1) presented lower counts of psychrotrophic bacteria during the storage
period. In the food matrix, there was no variation in moisture and ash contents.
For proteins there was difference only for T1 treatment. Lipid reduction was
lower in the treatments using extract of P. gymnospora and BHT. The T4
treatment presented lower lipid oxidation when compared to controls. In the
sensorial analysis, no difference was observed between the coated and
uncoated fillets, only greater coloration in the fillets coated with the kelp extract.
The robalo fillets coated with ethanolic extract of P. gymnospora seaweed can
be frozen for up to 120 days without high lipid oxidation rates.

Keywords: Seaweed; Bioactive compounds; Conservation; Food safety

1 INTRODUCAO

O robalo, pertencente ao género Centropomus é considerado uma
espécie de peixe muito atrativa e de elevado valor comercial devido a sua
composigdo quimica, carne branca e macia e, com poucas espinhas. O teor de
lipidios presente no musculo confere maior palatabilidade e aceitacdo pelo
consumidor. Apesar dessas qualidades e aceitacdo, no Brasil esta espécie ndo
€ cultivada devido a insipiéncia de estudos voltados ao setor, sendo sua

aguisicdo dependente da pesca artesanal e sua principal forma de
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comercializacdo € in natura ou congelado (CERQUEIRA, 2005; FERRAZ et
al.,2013; CORREA et al., 2013).

O congelamento é um método de conservacdo que modifica o estado
fisico da agua presente no alimento, diminuindo a atividade e,
consequentemente aumentando a vida 0til do produto. Contudo, durante o
congelamento, reacdes oxidativas e protéicas continuam a ocorrer
comprometendo a qualidade sensorial e funcional do pescado (KUHN e
SOARES, 2002).

A oxidacéao lipidica € um processo que define a vida util do pescado,
uma vez que modifica as caracteristicas sensoriais pela producdo de sabor e
odor desagradaveis, tornando-o rejeitado pelo consumidor. Dessa forma, a
perda do valor nutricional do pescado tem implicacdo direta em sua
comercializacdo e nos produtos que a partir dele sdo formulados (OSAWA,
2005; GONCALVES e GINDRI JUNIOR, 2009). Além disso, compromete a
integridade e a seguranca do pescado, pela formacdo de compostos
poliméricos potencialmente toxicos (RAMALHO e JORGE, 2006).

A adicdo de conservantes tem sido uma forma eficaz de minimizar ou
prevenir a oxidagdo de produtos alimentares, retardando a formacdo de
compostos téxicos e aumentando a vida de prateleira dos alimentos. Na
industria alimenticia sdo utilizados os antioxidantes sintéticos GP (gaiato de
propilo), BHA (hidroxianisol butilado), BHT (hidroxitolueno butilado) e TBHQ
(terc-butil-hidroquinona). No entanto, ha relatos que estes conservantes
sintéticos podem exercer efeito toxicoldgico e/ou patolégico aos consumidores
devido a presenca ou a producdo de substancias com esse efeito (SAFER et
al., 1999; ROCHA, 2007; ABREU et al., 2010).

Em alguns paises da Europa e Canada o uso de antioxidantes sintéticos
tem sido proibido, enquanto no Brasil € permitido o uso de 0,01% de BHT em
relacdo ao peso do alimento pelo Ministério da Saude (BRASIL, 1961). Desse
modo, pesquisas buscando métodos alternativos de conservacdo do pescado
visando a reducdo dos danos oxidativos tém sido realizadas (ITURRIAGA et
al., 2012: LOPEZ-DE-DICASTILLO et al., 2012). Para proporcionar aos
consumidores um produto protegido e com suas caracteristicas sensoriais
mantidas (SOARES et al., 2013).
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Dentre estas alternativas, o estudo das macroalgas tem se tornado
promissor para a industria alimenticia uma vez que, os compostos secundarios
produzidos em seu metabolismo tém sido eficientes contra a peroxidacdo dos
lipidios (CARDOZO et al., 2007).

A imersdo de alimentos em solucdo de revestimento € um método
utilizado para atuar como barreira semipermeavel e reduzir a umidade, as
trocas gasosas e as reacdes oxidativas. Além de ndo téxicos e ndo poluentes
sdo comestiveis e biodegradaveis podendo ser utilizados em alimentos que
nao sao embalados individualmente devido ao tamanho. Ao ser incorporadas
com compostos bioativos, as coberturas podem aumentar a qualidade do
produto, agregar cor, sabor e transportar aditivos com acado antimicrobiana e
antioxidante aumentando a conservacao de pescados (FAKHOURI et al., 2007;
VALENCIA-CHAMORRO et al., 2011; LOPEZ-DE-DICASTILLO et al., 2012).

Dentro deste contexto, o objetivo deste trabalho foi analisar se os
compostos bioativos presentes nos extratos etandlicos de macroalgas
apresentam atividade antioxidante, bem como propor como método de
conservacdo o uso de revestimento em filés de robalo mantidos sob

temperaturas de congelamento.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Coleta, triagem e herborizagcdo das macroalgas

Algas pardas e vermelhas foram coletadas em bancos naturais da praia
de Manguinhos em Itaparica, Bahia, Brasil (12° 54.279'S e 038° 38. 084’ W)
(Figura 1). O material foi coletado manualmente, com auxilio de espéatula em
maré baixa, transportados em sacos de polietileno e acondicionados em caixas
isotérmicas contendo gelo. Uma parte das algas foi encaminhada para o
laboratorio de Sistematica Vegetal do Herbario do Recbncavo da Bahia
(HURB), UFRB, para fixacéo, herborizacao e identificacdo, e a outra metade foi
lavada em agua corrente para remocao de sujidades, pesadas e encaminhadas

para o laboratorio de Fitoquimica, UFRB, para preparacao dos extratos.
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Figura 1. Mapa de localizacdo da regido de coleta, praia de Manguinhos em
Itaparica — BA, Brasil.
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Para a herborizagdo as algas foram colocadas cuidadosamente sobre
uma folha de papel firme em uma bandeja contendo agua. Em seguida, o
material foi inserido entre folhas de jornal e papeldo e prensadas. Apds este
processo, foram amarradas e secas a temperatura de 40-50°C por seis dias
para obtencdo das exsicatas (Sant’anna et al., 1989), que se encontram no
acervo do Herbério do Recéncavo da Bahia (HURB) da UFRB.

2.2. Preparacao dos extratos

As algas foram secas a 40°C por até 72 h, periodo que variou conforme a
espécie. ApOs a secagem, as algas foram trituradas em moinho tipo Willey com
peneira de 1 mm para obtencdo de um po6 fino, para melhor contato
célula/solvente e extracdo. O rendimento do extrato foi determinado para cada
grupo de algas (RAYMUNDO et al., 2004).

Para o extrato, a biomassa foi submetida a extracdo exaustiva com etanol
(92,8° INPM) na proporcdo 1:10 trés vezes a cada 72 h, a temperatura
ambiente (24-25°C) e ao abrigo da luz (Cabral, 2012). Posteriormente, 0s
extratos foram filtrados e submetidos a rotaevaporacao (RE 52A) a 40°C. O
residuo seco foi armazenado em frascos ambar, etiqguetados e armazenados a

4-8°C até as analises.
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2.3. Atividade antioxidante in vitro dos extratos etandlicos das algas

A atividade antioxidante dos extratos etandlicos das algas foi avaliada
usando dois diferentes métodos: captura dos radicais 2,2-difenil-1-picrilhidrazil-
DPPH (Duan et al, 2006) e 2,2"-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-4cido
sulfonico)-ABTS (Re et al., 1999). O resultado foi expresso em CEso (mg.mL™),
ou seja, quantidade necesséria do extrato que reduz 50% (CEso) dos radicais

livres presente nas amostras.

2.3.1 Efeito bloqueador dos radicais livres de DPPH

A atividade antioxidante das amostras foi obtida usando 300 uL para cada
concentracdo do extrato de alga (1; 2,5; 5; 12,5; 15; 20 mg.mL™?) diluido em
metanol e 2,7 mL de DPPH (0,0024%). Como controle foi usado a reacao de
300 pyL de metanol com 2,7 mL de DPPH. O acido gélico foi usado como
controle positivo em substituicdo ao extrato. As analises foram realizadas em
triplicata. A leitura da absorbancia foi lida em espectrofotometro UV/Visivel,
modelo Genesys™, no comprimento de onda de 517 nm. A leitura da
absorbancia dos tubos contendo DPPH ocorreu 120 minutos apds o inicio da
reagdo. As amostras foram colocadas em ambiente escuro a temperatura
ambiente, para obtencéo de valores estaveis de absorbancia.

A habilidade das amostras em sequestrar radicais de DPPH foi calculada
conforme a seguinte equacao (1):

Equacéao 1:

(A amostra — A branr:a)
% de efeito de eliminagdo= A controle x 100, onde:

Aamostra = absorbancia da solucdo DPPH com a amostra,
Abranco = absorbancia da amostra sem adicao de DPPH;
Acontrole = absorbancia da solucéo referéncia de DPPH.

A concentracdo do extrato que inibe 50% (CEso) dos radicais livres foi
calculada a partir do grafico correlacionando-se a % de DPPH sequestrado e
as concentracdes testadas de cada extrato.

2.3.2 Atividade sequestradora do radical ABTS (ABTS+)
O ABTS+ (7 mM) foi enriquecido com K2S20s (140 mM), deixado em
repouso no escuro a temperatura ambiente por 12 a 16 h. A solucdo de
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trabalho foi solubilizada com etanol e lida a absorbéncia A = 734 nm de 0,0
0,02. A reacéo ocorreu com adicdo de 2 mL da solucdo etandlica de ABTS
(branco). Apos o preparo da ABTS, 2 mL da solucéo foi adicionada em tubos
de ensaio contendo 100 uL de cada concentracédo (1; 2,5; 5,0; 12,5; 15; 20
mg.mL?) do extrato. Como controle positivo foi usado trolox. As analises foram
realizadas em triplicata.

As leituras de absorbancia foram realizadas logo apos a adicdo do ABTS
em espectrofotdbmetro UV/Visivel, modelo Genesys™, e comprimento de onda
de 734 nm. A porcentagem de inibicdo do radial ABTS foi calculada conforme a
seguinte equagao (2):

Equacéo 2:
[(A amostra— ABTS )]
% de efeito de eliminacio= ABTS x100, onde:

Aamostra = absorbéancia da solu¢cdo ABTS com a amostra;

ABTS = absorbancia da solucéo referéncia de ABTS.
A concentracdo do extrato que inibe 50% (CEso) dos radicais livres foi
calculada a partir do grafico correlacionando a % de ABTS sequestrado e as

concentracdes testadas de cada extrato.

2.4. Determinacéao dos diferentes grupos de compostos fendlicos

A composicdo dos extratos etanodlicos das diferentes algas foi avaliada
com base em diferentes grupos de compostos fendlicos, derivados de acidos
hidroxinamicos e flavonais; e teor de fendis totais (Boulanouar et al., 2013). Um
mililitro do extrato (1 mg.mL* de extrato) foi diluido em 1 mL de etanol agquoso
(95% v/v) contendo 0,1% de acido cloridrico e 8 mL de acido cloridrico a 2%.
Para quantificar o teor de fendis foi usado solugéo de acido galico como padrao
com leitura de absorbancia no comprimento de onda de 280 nm. Para os
derivados do acido hidroxicindmico usou-se uma solucdo de &cido cafeico
como padrdo, com leitura a 320 nm, enquanto para o teor de flavondis foi
usado uma solucdo de quercetina como padrdao (Genesys 10mV, Thermo
Electron Corporation), com leitura a 360 nm. Os resultados foram expressos

em mg de grupo fendlico por g de extrato.
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2.5. Triagem fitoquimica

Os extratos foram analisados para a presenca de flavonoides, tanino
esteroides/triterpenoide (Joshi et al., 2013), saponina (Igbal et al., 2015) e
alcaloide (Azevedo et al., 2014). A concentracdo de flavonoides foi obtida
usando 0,5 mL do extrato, 10 gotas de acido cloridrico concentrado e 0,5 cm de
fita de magnésio. O resultado foi observado pela reacdo de Shinoda ou cloreto
de cianidina, onde a formacdo de cor rosa, parda a vermelha, ou marrom
indicava a presenca de flavonoides. Para os taninos foi usado 1,0 mL do
extrato e trés gotas de solucdo alcodlica de FeCls. A cor verde indicava a
presenca de galotaninos e a cor marrom indicava a presenca de
pseudotaninos. Cor azul indicava a presenca de taninos hidrolisaveis (Joshi et
al., 2013).

O teor de saponina foi obtida adicionando 2 mg do extrato, 2 mL de
cloroféormio e 5 mL de agua destilada. Apos forte agitacdo a formacao de
espuma persistente e abundante (colarinho), persistente apds aquecimento em
banho-maria por 5 minutos, indicava a presenca de saponinas (Igbal et al.,
2015). A identificacdo de triterpenos e esteroides foi realizada usando dois
métodos: 1. Lieberman-burchard: utilizado 2 mg das fracbes dos extratos,
solubilizado em 2 mL de cloroférmio e adicionado 1 mL de anidrido acético.
Apoés agitacdo suave foi adicionado 3 gotas de acido sulfurico concentrado
pelas paredes dos tubos. Uma camada superior verde indicava a presenca de
esteroides e a formacéo de cor vermelha indicava a presenca de triterpenoides.
Uma coloracdo azul evanescente seguida de verde indicava a presenca de
esteroides e triterpenoides, respectivamente (Joshi et al.,, 2013). 2. Teste
Salkowski: em tubos de ensaio foi adicionado 1,0 mL do extrato e trés gotas de
acido sulfurico. A cor vermelha indicava a presenca de esteroides e formacgao
de cor amarela indicava a presenca de triterpenoides.

Para o teor de alcaloides, 2 mg do extrato em tubo de ensaio foram
alcalinizados com 15 gotas de hidroxido de sodio a 1% e acrescidos 2 mL de
agua e 2 mL de cloroférmio. A fracdo aquosa foi desprezada e a fracdo
cloroférmica acrescida de quinze gotas de acido cloridrico a 1%, sendo
posteriormente extraida com 2 mL de &gua. A fracdo cloroférmica foi

desprezada e os testes realizados com a fragdo aquosa acida foi acrescida de
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trés gotas do reagente de Drangendorff. A formacao de precipitado laranja ou
laranja avermelhado indicava a presenca de alcaloide (Azevedo et al., 2014).

2.6. Atividade antioxidante do extrato etandlico da macroalga Padina
gymnospora na matriz alimentar

Para a obtenc&o da solucdo de revestimento foi utilizada a metodologia
proposta por Oussalah (2006) e Lu et al. (2009) com modificacdes. O alginato
de sdédio a 1% foi solubilizado a temperatura ambiente em agua destilada
estéril (500 mL) com agitacdo de 1000 rpm, adicionado glicerina (1%) e a
concentracédo de 20 mg.mL* do extrato da alga.

Os peixes foram adquiridos no municipio de Canavieiras, BA,
armazenados em caixas isotérmicas e transportados para o laboratorio de
Tecnologia do Pescado da UFRB, onde foram processados. Filés de
aproximadamente 300 g foram imersos em cada um dos tratamentos (Tabela
1) por 30 minutos. Apoés a retirado do excesso de agua, os filés foram mantidos
em bandejas de isopor para alimentos, embalados em filme de polietileno e
armazenados a -18°C por 120 dias. Nos intervalos de 0, 30, 60, 90, 120 dias
foram realizadas andlises microbiolégicas (bactérias heterotroficas
psicrotréficas) e fisico-quimicas (pH, umidade, cinzas, proteina, lipidio total e

oxidacao lipidica).

Tabela 1. Tratamentos para avaliar a atividade antioxidante em filés de robalo
a -18°C por 120 dias.

Tratamentos Descricao

Tratamento T1 Filés revestidos em solugdo de alginato de sodio 1% + extrato da
alga P. gymnospora

Tratamento T2 Filés revestidos em solucdo de alginato de soédio 1% + BHT
(butilhidroxitolueno)

Tratamento T3 Filés revestidos em solucédo de alginato de sodio 1%

Controle C1 Filés sem revestimento (controle negativo)

A concentracdo (20 mg.mLt) do extrato etandlico da alga P. gymnospora
foi definida a partir dos resultados obtidos nos testes da atividade antioxidante
in vitro (DPPH e ABTS).
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2.6.1. Andlises microbioldgicas
A contagem de bactérias aerdbias psicrotréficas cultivaveis foi realizado

de acordo com Silva et al. (2010).

2.6.2. Andlises fisico-quimicas

As andlises de umidade, cinzas, proteina total e lipidio total foram
realizadas segundo as Normas Analiticas do Instituto Adolfo Lutz (1985).

A analise da oxidacao lipidica foi realizada pela medi¢do de substancias
reativas ao &cido tiobarbitarico (TBARS) como descrito por Buege e Aust
(1978), com modificacbes. Uma porcdo de 10 g do filé de robalo foi
homogeneizado em 50 mL de uma solucdo do &cido tricloroacético (TCA) a
7,5%, filtrado em papel de filtro qualitativo. A solucéo filtrada foi colocada em
baldo de 50 mL e seu volume final completado com TCA a 7,5%. Em seguida,
5 mL da solucao filtrada foi colocada em tubo de ensaio, em triplicata, e
adicionado 5 mL de &cido tiobarbittrico (TBA) 0,02M. A mistura foi aquecida
em banho maria a 100 °C por 10 minutos para o desenvolvimento de uma
coloracdo cor-de-rosa e depois resfriada em gelo. A solugdo branco foi obtida
usando 5 mL de TBA + 5mL de TCA. A leitura da absorbancia foi realizada em
espectrofotometro a 532 nm. Para quantificacdo dos niveis de TBARS nas
amostras utilizou-se a equacao obtida a partir da curva utilizando o padrao
1,1,3,3- tetraetoxipropano (TEP). Os resultados foram expressos em mg

MDA kg por amostra de filé de peixe.

2.8.3 Analise sensorial

O teste de aceitacdo foi realizado com 50 membros da comunidade
académica entre alunos, funcionarios e professores da instituicdo nédo
treinados, aprovado pelo Comité de Etica da UFRB com no. de parecer
1.624.495. Os filés foram descongelados, adicionados de um pouco de sal e
pimenta preta, agrupados de acordo com os tratamentos, grelhados e servidos.
Adicionalmente os participantes receberam agua com gas e biscoito de agua e
sal para limpeza das papilas gustativas. Para avaliar a aceitacao por atributos

sensoriais (cor, aspecto visual, aroma, textura e sabor) foi aplicada a escala
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hedbnica ndo estruturada de 9 cm entre as ancoras segundo Minim (2006),

tendo como extremos “desgostei extremamente” e “gostei extremamente”.

2.8. Analise estatistica

A andlise dos resultados foi realizada utilizando o sistema para andlise de
variancia - SISVAR (FERREIRA, 2000). As médias dos tratamentos foram
submetidas a analise de variancia pelo teste F e aplicado teste de Tukey
(p<0,05) e regressao para os dados da oxidacéo lipidica. Todas as analises

foram realizadas em triplicata, com duas repeticoes.
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3 RESULTADOS

3.1 Coleta, herborizacao e rendimento

As espécies de macroalgas coletadas na praia de Manguinhos em
Itaparica-BA, e o rendimento dos extratos algais estéo apresentadas na Tabela
2. Dos cinco extratos etandlicos de macroalgas, a alga parda Padina
gymnospora apresentou maior rendimento (2,73%) sugerindo que esta pode ter
constituintes e/ou proporcoes diferentes que apresentaram maior afinidade com
o solvente polar usado (etanol).

Em ordem decrescente de rendimento dos extratos se encontram os filos
Phaeophyta e Rhodophyta (Tabela 2).

Tabela 2. Tipos de macroalgas coletadas na Praia de Manguinhos - BA e o
rendimento dos extratos etanodlicos obtidos.

Rendimento dos extratos
Biomassa Extrato Rendimento

Filo Algas  Exsicata  “so0a(g)  bruto (g) (%)
Gracilaria 12947 15 0,04 0,27
birdiae ’ ’

Rhodophyta Gracilaria
cervicornis 12944 15 012 08
Gracilaria 9516 15 0,12 0,8
caudata
Sargassum
vulgare 12941 15 035 233

Phaeophyta
Padina 9521 15 0,41 2,73
gymnospora

3.2 Atividade antioxidante in vitro dos extratos etandélicos das algas

As avaliacbes da captura dos radicais DPPH e ABTS pelos extratos
revelaram resultado positivo para a atividade antioxidante das diferentes

espécies de macroalgas em que 100% dos extratos etandlicos das diferentes
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espécies analisadas apresentaram biocompostos com capacidade de
sequestrar radicais livres (Figuras 2 e 3).

Figuras 2 e 3. Valores médios da CEso (mg.mL™?) pelo método DPPH e ABTS,
a partir dos extratos etandélicos de macroalgas.
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Médias seguidas da mesma letra na coluna néo diferem significativamente, ao nivel de 5% de
probabilidade pelo Teste de Tukey.

Na Figura 2 os valores da CEso variaram de 2,10 + 0,03 mg.mL* a 16,75
+ 0,8 mg.mL?%, sendo que os extratos das macroalgas S. vulgare e G.
cervicornis ndo apresentaram diferenca estatistica (p<0,05). O menor valor
obtido da CEso (2,10 + 0,03 mg.mL!) e consequentemente maior atividade
antioxidante foi para o extrato de P. gymnospora, enquanto o maior valor da
CEso (16,75 + 0,8 mg.mL?) foi para G. birdiae com menor atividade
antioxidante.

Quando comparado a atividade antioxidante dos extratos com o padrao
de acido galico (CEso 0,05 mg.mL?) observou-se valores médios de CEso mais
elevados. O extrato da macroalga P. gymnospora apresentou uma CEso cerca
de 4,2 vezes maior do que o requerido pelo acido galico (0,05 mg.mL™),
enquanto que G. birdiae foi 33,5 vezes. Isso justifica que o extrato da P.
gymnospora possui maior atividade antioxidante por estar mais proximo do
requerido pelo padréo para CEsodo que o extrato da G. birdiae.

No ensaio quimico ABTS as maiores atividades antioxidantes foram
obtidas para os extratos de P. gymnospora G. cervicornis e S. vulgare, pois ndo
houve diferenga significativa (p<0,05) entre eles (Figura 3). A maior atividade
antioxidante foi obtida para o extrato de P. gymnospora com a menor CEso

G. birdiae
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(2,06 + 0,3 mg.mL1) enquanto o maior valor da CEso (17,28 + 0,8 mg.mL™?) foi
obtido para G. birdiae com menor atividade antioxidante.

Ao comparar a atividade antioxidante dos extratos com a solucéo padréo
Trolox (CEso 0,08 + 0,002 mg.mL™?) pelo método ABTS os resultados da CEso
dos extratos algais também se mostraram superiores, embora com atividade
antioxidante menor quando comparada com o método DPPH. O CEso do
extrato de P. gymnospora foi cerca de 2,57 vezes maior do que o requerido
pelo Trolox, enquanto para G. birdiae foi 21,58 vezes maior.

3.3 Determinacao de diferentes grupos de compostos fendlicos

O teor de compostos fendlicos diferiu estatisticamente (p< 0,001) entre
os extratos das diferentes espécies de macroalgas (Tabela 3).

Tabela 3. Diferentes grupos de compostos fendlicos obtidos dos extratos
etandlicos de macroalgas coletadas no litoral da Bahia.

Compostos fendlicos

Filo Algas -
Flavonoéis! Acidos hidroxinamicos?  Fendis totais?

P. gymonospora 101,562 102,42 2 206,682
Phaeophytas

S. vulgare 45,52b 47,56 " 103,95

G. cervicornis 6,37¢ 7,95¢ 16,76¢
Rhodophytas G. caudata 6,09¢ 7.84¢ 16,74°

G. birdiae 4,33d 5,884 13,024

Médias seguidas da mesma letra na coluna nao diferem significativamente, ao nivel de 5% de
probabilidade pelo Teste de Tukey. ! mg EQ g! (mg de equivalente a quercetina por g de
extrato); 2 mg EAC g (mg de equivalente ao acido cafeico por g de extrato); *mg EAG g (mg
de equivalente a acido galico por g de extrato).

Dos cinco extratos etandlicos analisados as Phaeophytas apresentaram
em ordem decrescente maior teor de flavonois, acidos hidroxinamicos e fendis
totais nas seguintes espécies P. gymospora e S. vulgare. As Rhodophytas G.
caudata e G. cerviconis ndo apresentaram diferenca significativa entre si,
enquanto G. birdiae foi o extrato com menor teor de flavondis, acidos
hidroxindmicos e fenais totais.

Foi possivel observar que os flavanois, derivados de acidos

hidroxanamicos, bem como fendis totais estdo correlacionados
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significativamente (p < 0.05) com os dois métodos (DPPH e ABTS) usados
(Tabela 4).

Tabela 4. Correlacdo de Pearson (r) entre os diferentes grupos de compostos
fendlicos dos extratos etandlicos de macroalgas e a atividade antioxidante.

Compostos fendlicos

Métodos
antioxidante Flavondis Acidos hidroxinamicos Fenois Totais
DPPH CEso -0,617* -0,618* -0,621*
ABTS CEso -0,538* -0,539* -0,546*

*p < 0.05; 0 - 0,5 correlagdo fraca; 0,51 — 0,7 correlagdo moderada; 0,71 — 0,9 correlagéo forte;
0,91 - 1,0 correlagdo muito forte.

Os valores de r em todas as correlacdes se apresentaram negativos, o
qgue indica que quanto maior for o teor de um determinado composto fendlico,
menor sera a CEso e, consequentemente maior atividade antioxidante. Os
valores de r obtidos se enquadram na faixa de 0,51 a 0,7 o que representa
correlacdo moderada (Tabela 4). Com isso pode-se inferir que 0s compostos
fendlicos ndo sdo os principais responsaveis pela acdo antioxidante tendo,
provavelmente a presenca de outros compostos contribuido para a atividade
antioxidante dos extratos.

3.4 Triagem fitoquimica

Compostos importantes como flavonoides, tanino, esteroide, saponina e
alcaloide foram analisados nos extratos etandlicos das macroalgas (Tabela 5).

Tabela 5. Triagem fitoquimica dos extratos etanélicos de macroalgas coletadas
no litoral da Bahia.

Metaboélicos secundarios

Alga Flavonoide Tanino Esteroide Triterpenoide Saponina Alcaloide Glicosideos

P.gymnospora + -
S. vulgare - -
G. caudata - -

G.cervicornis - -
G.birdiae - -

+ + 4+ + o+
+ 4+ + + o+
1
1
1

+ presenca, - auséncia
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Foi observado a presenca dos compostos esteroide e triterpenoide em
100% dos extratos analisados, flavonoide apenas para o extrato de P.
gymnospora e glicosideos para os extratos de P. gymnospora, S. vulgare e G.

cervicornis.

3.5 Atividade antioxidante do extrato etandlico da macroalga Padina

gymnospora ha matriz alimentar

3.5.1 Oxidacao lipidica

Considerando o tempo de armazenamento para a oxidacao lipidica, o
tratamento T2 se comportou como o melhor por todo o periodo, seguido pelo
tratamento T1 e os controles C2 e C1. Os valores das Substancias Reativas ao
Tiobarbitirico (TBARS) nos tratamentos T1 e T2 foram significativamente
menores (p<0,05) quando comparado aos controles (Figura 4). Além disso,
esses tratamentos T1 e T2 ndo apresentaram diferenca significativa (p=0,05)

na maioria dos dias analisados (Figura 4).

Figura 4. Valores de TBARS (mg de malonaldeido kg 1) nas amostras de filés
de robalo (Centropomus sp.) dos quatro tratamentos armazenados a -18°C por
120 dias.

2,5 4

TBARS

0 30 60 90 120
Tempo (d)
Tl AT2 oCl HC2

C1: Filés sem revestimento; C2: Filés revestidos em solucdo de alginato de sddio a 1%; T1:
Filés revestidos em solucdo de alginato de sédio a 1% + BHT; T2: Filés revestidos em solugéo
de alginato de sédio a 1% + extrato da macroalga P. gymnospora. Equagfes C1- y= 8E -0,7x2 +
0,0029x + 0,6194 R2 = 0,9177; C2- y= 1E-0,5x2 - 0,003x + 0,6363 R2= 0,9571; T1- y= 9E-05x2 -
0,0002x + 0,6886 R2= 0,9739; T2-y= 5E-0,5x2+ 0,0005x+ 0,6577 R?= 0,9659.



58

Inicialmente as amostras de filés de robalo apresentaram valor de 0,63
mg MDA.kg 1. Com 120 dias de armazenamento, em ordem crescente, 0
tratamento T2 apresentou um valor de 0,80 mg MDA kg, o tratamento T1 0,94
mg MDA .kg?, enquanto que o controle C2 1,55 mg MDA.kg? e o controle C1
com 2,1 mg MDA .kg*. Dessa forma, a amostra mais oxidada foi do controle C1
ao nivel de 95% de confianca.

3.5.2 Andlise microbioldgica

Os microrganismos avaliados (psicrotréficos) tiveram sua populacéo
reduzida apdés a estocagem a -18°C, o que demonstra a acdo da baixa
temperatura (Tabela 6).

Tabela 6. Contagem de psicrotréficos em filés de robalo armazenados a -18°C
por 120 dias.

Periodo de Psicrotroficos
Armazenamento log UFC.gt
(dias) C1 C2 T1 T2

0 4,33¢2 4,33¢2 4,33¢2 4,33¢2
30 4,30¢a 4,34Ca 4,15¢a 4,15¢Ca
60 3,488d 3,208¢ 2,868b 1,6582
90 3,13%¢ 3,114 2,748b 1,182
120 3,07Ac 3,044¢ 2,09Ab 1,244

C1: Filés sem revestimento; C2: Filés revestidos em solucdo de alginato de sddio a 1%; T1:
Filés revestidos em solucdo de alginato de sédio a 1% + BHT; T2: Filés revestidos em solugéo
de alginato de sodio a 1% + extrato da macroalga P. gymnospora; letra mindscula comparam
os tratamentos dentro do tempo e a letra mailUscula comparam os tratamentos ao longo do
tempo, letras diferentes diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Nas amostras dos grupos controles (C1 e C2) ocorreu um decréscimo na
populacdo de bactérias psicrotroficas, sendo que a contagem de
microrganismos do tratamento C1 passou de 4,33 log UFC.g! no 1° dia de
armazenamento para 3,07 log UFC.g! no 120° dia de armazenamento
congelado, enquanto que C2 passou de 4,33 para 3,04 log UFC.g* (Tabela 6).

Os filés tratados com o extrato etandlico da macroalga Padina
gymnospora (T2) apresentaram comportamento semelhante ou melhor
(p<0,05) que as amostras tratadas com BHT (T1) por todo periodo (Tabela 6).

Com 90 dias de armazenamento o tratamento T2 apresentou reducao

microbiana de 3 ciclos logaritmos, ja o tratamento T1 apresentou reducéo de
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aproximadamente 2 ciclos logaritmos com 120 dias (Tabela 6). A legislac&o
ndo determina o limite de contagem de bactérias psicrotréficas, no entanto a
International Comsission on Microbiological Specifications for Foods (ICMSF,
2001) sugere uma deteccdo de até 7,0 log UFC g?, jA que estes
microrganismos séo importantes atuantes no processo de deterioracédo. Desta
maneira, os resultados encontrados para estas amostras estavam dentro do

limite estabelecido por este grupo de pesquisadores.

3.5.3 Analise sensorial

Os resultados do teste de aceitacao por atributos sensoriais dos filés de
robalo estdo apresentados na Figura 5.

Figura 5. Atributos sensoriais avaliados para filés de robalo tratados com
extrato etandlico da macroalga P. gymnospora.

Sabor Aspecto

Textura Aroma

C1. Filés sem revestimento (controle); C2. Filés revestidos em solucao de alginato de sédio a
1% e T1. Filés revestidos em solucdo de alginato de sdédio a 1% + extrato da macroalga P.
gymnospora (20 mg.mL™1).

Os atributos aspecto, aroma e sabor n&o apresentaram diferenca
significativa (p<0,05) entre as amostras de filés. Apenas para o atributo cor foi
observada diferenca significativa entre as amostras, com meédias de 5,6 para 0s
filés sem revestimento (controle); 5,3 para para os filés revestidos com alginato
de sédio e 6,5 para os filés revestidos com alginato de sodio contendo o extrato
etandlico da macroalga Padina gymnospora. A diferenca atribuida as amostras

contendo o extrato de Padina gymnospora para o atributo cor, dar-se-a
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presenca dos pigmentos caracteristicos da referida espécie, contudo essa
diferenca nao foi elevada o suficiente para interferir no consumo.

Em geral, os valores médios dos atributos mantiveram-se entre 5,3 e 6,7
situando-se intermediario aos extremos “desgostei extremamente” e “gostei
extremamente”, o que demonstra que os julgadores ndo sentiram diferengca no
uso do revestimento associado ao extrato da alga. A auséncia de diferenca
entre os tratamentos demonstra que o extrato da P. gymnospora pode ser
utilizado para conservar filés de robalo sem que haja interferéncia nos atributos

sensoriais para o consumidor.

3.5.4 Composicao centesimal (umidade, cinzas, proteinas e lipidios)

Na Tabela 8 estdo apresentados o0s resultados da composicao
centesimal do robalo (Centropomus sp.) no inicio e ao término do experimento
(120 dias). A armazenagem sob congelamento ndo provocou alteracao
significativa (p=0,05) para o teor de umidade e cinzas.

Tabela 8. Valores médios da composicdo centesimal de filés de robalo
armazenados sob congelamento (-18°C) por 120 dias.

Tempo de Composicéo centesimal (%)
Tratamentos
Armazenamento Umidade Cinzas Proteinas Lipidios
Inicio MP 78,842 0,992 17,982 2,42
C1 79,992 0,982 16,83¢ 0,564
a a b c
120 dias c2 80,55 0,96 17,43 0,93
Tl 79,912 0,942 17,24b 1,60
T2 79,742 1,22 17,51b 1,8b

C1: Filés sem revestimento; C2: Filés revestidos em solucdo de alginato de sodio a 1%; T1:
Filés revestidos em solucdo de alginato de sédio a 1% + BHT; T2: Filés revestidos em solugéo
de alginato de sédio a 1% + extrato da macroalga P. gymnospora. Letras diferentes diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Com relacdo aos valores de proteina, o tratamento utilizando o
conservante sintético BHT (T1) ndo diferiu estatisticamente (p=0,05) do
tratamento com extrato de alga (T2) e do controle revestido apenas com
alginato de sodio (C2). Enquanto o controle sem revestimento (C1) diferiu
estatisticamente (p<0,05) de todos os outros tratamentos (Tabela 8).

De acordo com os resultados encontrados e considerando a
classificagdo de Stansby e Olcott (1967), o robalo faz parte da categoria A, na

qual os peixes possuem baixo teor de lipidios <5% e alto teor de proteina 15-



61

20%, o0 que caracteriza a espécie como sendo de excelente qualidade
nutricional. J& para a classificacdo de Almas (1981) e Pigott e Tucker (1990) o
peixe que se encontra com o teor de lipidios na faixa entre 2,0 a 5,7% é
classificado semi-gordo, faixa em que se enquadra o género Centropomus sp.
Ao final do periodo de armazenamento o conteddo de lipidios n&o
apresentou diferenga estatistica (p=0,05) entre os tratamentos T1 e T2, estes
apresentaram maior conservacao de lipidios quando comparado aos controles

(C1 e C2), que diferiram estatisticamente (p<0,05) entre si (Tabela 8).

4 DISCUSSAO

4.1 Atividade antioxidante in vitro dos extratos etandlicos das algas

Segundo Cho et al. (2011) a diferenca nos rendimentos dos extratos de
algas se deve a forma de extracao, tipo de solvente, tempo, temperatura e a
prépria espécie da alga. A diferenca no rendimento dos extratos de macroalgas
também ocorre devido a polaridade do solvente uma vez que distintos
compostos sao extraidos em funcao da polaridade (PITTA, 2010).

Os solventes utilizados na extracdo de substancias ativas ndo sao
seletivos, ocasionando a extracdo de diversos grupos de compostos, como
polissacarideos, compostos fendlicos, acidos graxos poli-insaturados,
proteinas, peptideos, vitaminas, pigmentos, terpenoides e esterdis. Esses
grupos apresentam diferentes concentracdes e potencial bioativo que podem
variar conforme a época do ano, localizacdo geogréfica, espécie e alteracdes
ambientais (BALBOA et al., 2013).

Com isso a eficcia da atividade antioxidante dos extratos algais se deve
a presenca de diversos compostos e, dentre eles pode-se citar os compostos
fendlicos, polissacarideos sulfatados e os acidos organicos. Estes compostos
sdo responsaveis pela inibicdo de radicais livres, impedindo a oxidagéo
(SOUSA et al., 2008; COSTA et al., 2010).

No presente estudo a menor atividade antioxidante foi para o género das
Gracilarias (Rodophytas), com destague para Gracilaria birdiae, que
apresentou menor teor de compostos fendlicos no extrato. Assim sendo, o

potencial antioxidante observado nas diferentes espécies de algas vermelhas
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(G. cervicornis, caudata e birdiae) e pardas (P. gymnospora e S. vulgare), com
destaque para as algas pardas se deve ao maior teor de compostos fendlicos e
grupos fitoquimicos presentes.

Semelhante ao observado no presente estudo, Zubia et al. (2007)
também relataram menor atividade antioxidante para as espécies de Gracilaria
(G. Bursa-pastoris, G. caudata, G. cornea, G. cylindrica, G. tikvahiae) com
evidéncia para G. tikvahiae (CEso de 28,94 mg.mL?) quando comparada as
espécies dos demais grupos Phaeophyta e Rhodophyta.

Os compostos fendlicos sdo comumente encontrados em vegetais e, das
atividades biologicas apresentadas por eles tém-se a relacdo com o potencial
antioxidante (CHANDINI et al., 2008). Desta forma, o conteudo dos compostos
fendlicos determinados no presente estudo foi correlacionado moderadamente
com a atividade antioxidante.

Acredita-se que a atividade antioxidante atribuida aos extratos das
macroalgas neste estudo se deve também ao envolvimento de compostos
antioxidantes, como pigmentos carotenoides e clorofilas que constituem as
diferentes espécies, como relataram Raymundo et al. (2004) ao avaliarem a
atividade antioxidante in vitro de extratos de algumas algas verdes
(Chlorophyta) do litoral catarinense (Brasil) e Devi et al. (2011) ao afirmarem
gue os carotenoides possuem propriedades antioxidantes, ja que reagem
rapidamente com os radicais livres retardando ou amenizando a deterioracao
oxidativa.

Acredita-se que a presenca do composto fendlico flavonoide encontrado
apenas no extrato da alga P. gymnospora contribuiu com a maior atividade
antioxidante encontrada para esta espécie. Flavonoide e acidos hidroxinamicos
sdo compostos fendlicos com propriedades antioxidantes devido a atuacédo
como agente doador de hidrogénio para estabilizar o radical livre e impedir a
lesdo da célula. Os compostos fendlicos podem ser encontrados também na
forma livre ou ligados a proteinas e acUcares (glicosideos), sendo que posi¢ao
do acucar na estrutura fendlica influi na solubilidade e propriedades fisico-
quimicas (FURLONG et al., 2003).

Os flavonoides sdo conhecidos por possuirem numerosas atividades
bioldgicas e farmacolégicas, o que tem feito aumentar os estudos e a busca

deste composto em vegetais. Antocianinas, flavondis, flavonas, isoflavonas,
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flavononas e flavanas correspondem as diferentes classes de flavonoides e,
sua presenca nos vegetais pode estar relacionado com a protecdo a raios
ultravioleta, ac&o antifingica e antibacteriana (JIANG et al., 2008; SIMOES et
al., 2010).

Relacionando ao presente estudo, El-din e EI-Ahwany (2015) ao
avaliarem os compostos fitoquimicos de macroalgas vermelhas (Jania rubens,
Corallina mediterranea e Pterocladia capillacea) relataram a presenca do
composto esteroide para 100% dos extratos analisados. Além da espécie, as
condicbes ambientais e sazonais influenciam no conteudo e teor dos
compostos quimicos encontrados nas algas.

Marimuthu et al. (2012) relataram a presenca dos compostos quimicos
alcaloides, flavonoides, esteroides, saponinas e fendis ao analisarem o extrato
da alga parda Sargassum wightii 0 mesmo género analisado no presente
estudo (Sargassum vulgare) foi relatado apenas a presenca de esteroides,
triterpenoides e glicosideos. O esteroide predominante nas algas marrons é o
fucosterol, que possui propriedades antioxidante, antibacteriana, antifingica e
anti-inflamatoria (PLAZA et al., 2008).

4.2 Atividade antioxidante do extrato etandlico da macroalga Padina

gymnospora na matriz alimentar

Ao avaliar a acdo do extrato etandlico da P. gymnospora na matriz
alimentar, a adi¢cdo dos conservantes sintético (BHT) e natural (P. gymnospora)
se mostraram eficazes no retardo da oxidacéo dos lipidios por todo periodo de
armazenamento. Os grupos fitoquimicos identificados e maior teor de
compostos fendlicos para o extrato da P. gymnospora contribuiu para que as
amostras do tratamento T2 apresentasse menor grau de oxidagdo lipidica.
Dessa forma, o uso do extrato da P. gymnospora € mais indicado para
conservar filés de robalo sob congelamento devido a auséncia de substancias
sintéticas, que podem originar compostos com efeitos tOxicos ao organismo e
doencgas como cancer.

A presenca do revestimento de alginato de sodio para as amostras do
controle C2 minimizou as reac¢des oxidativas fazendo com que o referido grupo

ocupasse o segundo lugar em nivel de oxidacdo (1,55 mg MDA.kg?). Isso
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porque o revestimento atua como uma barreira minimizando as trocas gasosas,
fator que explica o teor de lipidios encontrado com 120 dias de armazenamento
e 0 maior grau de oxidacdo para o controle C1, que diferiu estatisticamente
(p<0,05) do controle C2 na maioria dos dias analisados. Esse resultado
confirma que o armazenamento em baixas temperaturas néo € suficiente para
impedir o processo de oxidagcdo lipidica. Segundo Lu et al. (2009) o
revestimento de alginato de célcio é eficiente para preservar a qualidade de
filés de peixes, porque reduz o grau de deterioracdo quimica.

As reacgdes oxidativas reduzem o valor nutritivo dos alimentos e podem
formar compostos potencialmente toxicos como os hidroperoxidos e aldeidos
(FERRARI, 1998). Todavia, a legislacdo brasileira ndo estabelece limite
maximo para producdo de substancias reativas ao acido tiobarbitarico em
pescados. Lu et al. (2009) consideraram que até 2 mg MDA.kg™! os filés de
peixes se encontravam em bom estado para consumo. No presente trabalho,
os valores de TBARS nos filés de robalo estiveram abaixo de 2 mg MDA kg,
com excec¢do do controle C1 que estava acima (2,1 mg MDA.kg?) do valor
preconizado pelos autores.

Vale ressaltar que a intensidade da reacdo de oxidacdo lipidica em
peixes congelados depende do teor de lipidios da espécie, bem como do
potencial das substancias presentes nos antioxidantes utilizados. Ozogul et al.
(2011) relataram um valor inicial de 0,79 mg MDA kg para filés de sardinha
tratados com extrato de alecrim mantidos sob congelamento. Ao final do
periodo (seis meses) estes autores encontraram um teor de 9,23 mg MDA kg
para o controle, valor muito superior ao apresentado no presente estudo por se
tratar de uma espécie classificada como gorda.

Monteiro et al. (2012) relataram um valor inicial de 0,47 mg MDA kgt em
tilapias irradiadas e tratadas em atmosfera modificada por sete dias sob
refrigeracéo e, para o final do periodo um valor de 2,69 mg MDA .kg™. Daniel et
al. (2016) ao avaliarem a estabilidade lipidica de filés de jundia transportados
em agua contendo o Oleo essencial de Aloysia triphylla como anestésico
natural e, mantidos sob congelamento, obtiveram um valor de 2 mg MDA kg
com seis meses de armazenamento.

E certo que a carga microbiana encontrada antes do congelamento,

reflita a existéncia de contaminagcdo devido as mas condicbes
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higienicossanitarias, 0 que inclui &gua contaminada, embarcacao,
manipuladores e/ou utensilios utilizados no processamento (FERREIRA et al.,
2014; SOARES et al., 2014). As distintas caracteristicas dos microrganismos
pertencentes ao grupo dos psicrotroficos proporcionaram distintas respostas
frente ao modo de acao dos conservantes na reducado microbiana em nimero e
em dias.

As baixas temperaturas também podem favorecer a morte de bactérias,
devido a lise da membrana ou parede celular com a expanséo dos cristais de
gelo intracelular. Outro fator é que quando os microrganismos se encontram
em condi¢cbes extremas, como é o caso do uso de conservantes aliado a
temperatura de congelamento, estes baixam o metabolismo ficando num
estado ndo cultivavel. Essa situacdo se mantem até que haja condicbes
favoraveis para o desenvolvimento, como o descongelamento (COLLA e
PRENTICE-HERNANDEZ, 2003). O uso de revestimentos adicionados a
conservantes tem influéncia na reducdo microbiana por atuarem impedindo as
trocas gasosas na superficie das amostras. Contudo, o extrato da macroalga P.
gymnospora em revestimentos € indicado tanto para conservacao do pescado
quanto por ser um composto natural o que € uma vantagem frente ao BHT.

Acredita-se que o método de abate (hipotermia) tenha proporcionado
menor desgaste fisico e consumo das reservas de glicogénio, o que aliado ao
manuseio e forma de armazenamento adequados proporcionaram um maior
periodo de pré-rigor, jA que a variacdo do pH ao longo do periodo de
armazenamento depende da condicdo em que 0s peixes sdo capturados. O
maior desgaste fisico e consequente consumo da reserva de glicogénio, bem
como temperatura de estocagem, acdo enzimatica, espécie, dieta, estacdo e
tipo de musculo contribuem com o periodo de frescor (HE e XIAO, 2016).

Os resultados da composicdo centesimal do robalo no inicio do
experimento estdo proximos ao encontrado por Menezes et al. (2008) para
Centropomus undecimalis, com valores de 79,62%, 18,29%, 2,5%, 1,09% para
umidade, proteina, lipidios e cinzas, respectivamente. A composi¢cao quimica
do tecido dos peixes é bastante variavel inclusive interespécie, devido a
interferéncia de diversos fatores como idade, sexo, dieta, estagio de maturagéo
sexual, migracdo, estacdo do ano e disponibilidade de alimentos, bem como a
parte do corpo analisada (HUSS, 1998; LIMA et al., 2012). A umidade € um dos
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componentes quimicos que mais tem influéncia no processo de estocagem e
processamento do produto, uma vez que estd diretamente relacionada a
estabilidade, qualidade e composi¢do do mesmo (IZIDORO et al., 2008).

Pressupfe-se que a presenca do revestimento atuou como uma barreira
impedindo as trocas gasosas e as reacOes oxidativas, fator que pode ter
contribuido com a maior desnaturacdo de proteinas e perda de lipidios do
controle sem revestimento (Cl). Apesar da eficiéncia de preservacdo do
congelamento, algumas alteracfes indesejaveis além da oxidacao lipidica
podem ocorrer, como a desidratacéo superficial e desnaturacao proteica que
comprometem a qualidade nutricional e sensorial do alimento (SOARES et al.,
2013). A utilizacdo de solucdo de revestimento comestivel para proteger os
alimentos carneos contra a oxidacao lipidica tem sido relatada na literatura (LU
et al., 2009; LOPEZ-DE-DICASTILLO et al., 2012).

5 CONCLUSAO

Os extratos de macroalgas marinhas coletadas na praia de Manguinhos
em ltaparica-Ba, sdo potencial fonte de compostos biologicamente ativos com
atividade antioxidante.

Em virtude do maior conteddo de compostos fendlicos e grupos
fitoquimicos identificados neste trabalho no extrato, a macroalga P.
gymonspora € considerada uma espécie promissora para utiliza¢do na industria
alimenticia como alternativa ao uso de conservantes sintéticos no revestimento.

Com relacdo a analise sensorial, a auséncia de diferenca entre 0s
tratamentos demonstrou que o extrato da P. gymnospora pode ser utilizado
para conservar filés de robalo sem que haja interferéncia nos atributos
sensoriais para o consumidor.

Os resultados indicam que os filés de robalo revestidos com extrato
etandlico da macroalga P. gymnospora até 120 dias de estocagem a -18 °C

nao apresentam altas taxas de oxidacéo lipidica.
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CONSIDERACOES FINAIS

No presente estudo, 0s extratos etanolicos das macroalgas coletadas na
praia de Manguinhos em Itaparica-BA apresentaram compostos bioativos com
potencial atividade antimicrobiana e antioxidante.

Devido ao baixo rendimento dos extratos ndo foi possivel realizar todas
as analises com as macroalgas coletadas no inicio do experimento, em
decorréncia da sazonalidade e variacdo na presenca das espécies no local de
coleta. A sazonalidade também pode ter contribuido com o baixo potencial
antimicrobiano encontrado.

Os ensaios antioxidantes refletiram maior potencial bioativo para o
extrato da macroalga Padina gymnospora. O revestimento de filés de robalo
com extrato etanolico da macroalga Padina gymnospora se mostrou eficiente
na inibicdo da oxidacao lipidica. Dessa forma, indica-se a utilizacdo desse
revestimento no controle da qualidade quimica de filés de robalo em alternativa
ao uso de conservantes sintéticos, por 120 dias sob congelamento.

Este estudo da atividade antimicrobiana e antioxidante in vitro e na
matriz alimentar, utilizando macroalgas coletadas na praia de Manguinhos em
Itaparica-BA € uma investigacdo inédita que podera servir como base para

estudos futuros.
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