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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo estudar o efeito da concentracdo de
curcumina incorporada a vacuo nas caracteristicas fisico-quimicas e
microbioldgicas de ostras (Crassostrea gigas). Ostras frescas foram
limpas, cozidas por 15 min a 100 °C, resfriadas por 10 min a 4 °C e
desconchadas. Em seguida foram imersas em uma solugdo curcumina-
vinho branco tipo chardonnay (3,75% em alcool), com concentragdo
inicial de 130 pg de curcumina/mL de solucédo para incorporacdo a vacuo
(4°C), em diferentes pressoes (30, 50, 100, 150 e 170 mbar) e tempos (3,
5, 10, 15 e 17 min). Utilizou-se o Delineamento Central Composto
Rotacional (DCCR) 2% com 4 pontos axiais e 4 repeticdes no ponto central
para avaliar a influéncia da pressdo e do tempo na concentragdo de
curcumina incorporada em ostras. A vériavel tempo mostrou efeito
positivo significativo (linear e quadratico) na concentragdo de curcumina
incorporada, sem efeito da pressdo. Entretanto, a curva de contorno
mostrou uma tendéncia de aumento na concentracdo de curcumina
incorporada em ostras nas maiores pressdes e tempos de vacuo. Assim, as
condicdes escolhidas para a etapa posterior de armazenamento foram
pressdo de 200 mbar e tempo de 20 min. Ostras cozidas foram imersas em
solucdo curcumina-vinho branco tipo chardonnay (3,75% em alcool),
submetidas a pressao de 200 mbar (vacuo) por 20 min (4 °C), dispostas
em bandejas de poliestireno com absorvedor de umidade, revestidas de
filme flexivel multicamada, acondicionadas em ar sintético (20% O,/80%
N2) e armazenadas a 4 °C por 14 dias. Durante 0 armazenamento, as ostras
foram avaliadas quanto as caracteristicas fisico-quimicas: pH, atividade
de &gua, umidade, textura, e quanto aos aspectos microbioldgicos para
contagem de bactérias aerdbias meséfilas e psicrotréficas totais,
verificou-se também a concentracdo de curcumina durante o
armazenamento e as bases volateis totais. O pH das ostras diminiui ap6s
a incorporacéo e durante o armazenamento, as bases volateis mostraram-
se de acordo com os padrfes de frescor estabelecidos para pescados e
moluscos pela legislacdo, corroborado pela concentragdo de curcumina
(27,30 ug/g), que mostrou efeito positivo na inibicdo do crescimento de
mesofilos e psicrotréficos totais no periodo analisado. A baixa contagem
microbioldgica indica 0 aumento no armazenamento de 7 dias (ostras sem
curcumina) para 14 dias (ostras com curcumina), evidenciando-se o
potencial da curcumina como agente antimicrobiano na conservagéo
desse molusco.

Palavras-chave: ostras, curcumina, processo a vacuo.






ABSTRACT

In this work was studied the effects of the curcumin concentration on the
physicochemical and microbiological characteristics of oysters
(Crassostrea gigas) by vacuum infusion process. Fresh oysters were
cleaned, cooked at 100 °C for 15 min, cooled at 4 °C for 10 min and
removed from shells. After that the oysters were immersed in the solution
curcumin-chardonnay white wine solution (3.75% of alcohol) with initial
concentration of 130 pg of curcumin/mL solution, followed of the
vacuum infusion at 4 °C, in different pressures (30, 50, 100, 150 and 170
mbar) and times (3, 5, 10, 15 and 17 min). A central composite rotational
design (CCRD) 22 with 4 axial points and 4 repetitions at the central point
was performed of oysters with curcumin was measured. Significant
positive effect (linear and quadratic) of time on the concentration of
curcumin incorporated was shown, not significant effect of the pressure
was observed. However, a tendency to increase the concentration of
curcumin incorporated in oysters in the higher-pressure range and longer
vacuum times was observed through the contour curve. Thus, the
conditions chosen for the subsequent storage step were pressure of 200
mbar and time of 20 min. Cooked oysters were immersed in curcumin-
chardonnay white wine solution (3.75% alcohol) content initial
concentration of 130 pg curcumin/mL solution. Vacuum curcumin
infusion in oysters was performed at 200 mbar (vacuum) for 20 min, at 4
°C. Cooked oysters containing curcumin were placed in polystyrene
package with moisture absorber, coated with flexible multilayer film, in
synthetic air (20% 02/80% N) and stored at 4 °C for 14 days. During
storage, oysters were evaluated to pH, water activity, moisture, mass loss
by exudation, texture, and microbiological count of total mesophilic and
total psychrotrophic aerobic bacteria. The concentration of curcumin
incorporated, and the total volatile bases were also analyzed. The pH of
the oysters decreased after incorporation of the curcumin-solution and
during storage. Volatile bases were in accordance with the freshness
standards established for fish and molluscs by the Braziliam legislation,
corroborated by the concentration of curcumin (27.30 pg/g), which
showed a positive effect on the inhibition growth of total mesophilic and
total psychrotrophic during storage period. Microbiological account
indicated an increase of shelf life of oysters from 7 days (oysters without
curcumin) to 14 days (oysters with curcumin), evidencing the potential of
curcumin as an antimicrobial agent to mollusks conservation.
Keywords: oysters, curcumin, vacuum process.
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CAPITULO 1. INTRODUCAO

No Brasil, o cultivo de moluscos bivalves (ostras e mexilhdes), é
predominante no estado de Santa Catarina, que lidera a produgéo
nacional, detendo cerca de 98,1 % da producdo nacional, devido as
condicdes favordveis ao cultivo, como as baias, enseadas e estuarios
protegidos pela sua geografia, além da qualidade da &gua nos pontos de
producdo (IBGE, 2015; SOUZA FILHO, 2003).

Ostras (Crassostrea gigas) sdo os moluscos bivalves mais
cultivados em sistemas aquicolas ao redor do mundo devido ao seu
potencial de crescimento rapido e a sua ampla tolerancia a diferentes
condi¢des ambientais (FAO, 2010).

De uma maneira geral, as ostras possuem elevado valor nutritivo e
podem ser consideradas fontes de proteinas de alto valor bioldgico,
lipideos benéficos & salde incluindo o 6dmega-3, além de amino&cidos
(arginina, cisteina e prolina), minerais (célcio, ferro, zinco), bem como
vitamina B1z, sendo uma boa fonte de nutrientes para a dieta humana. Pelo
seu valor nutritivo, as ostras podem fazer parte de uma dieta saudavel,
desde que seja adequada a quantidade e a forma de preparo (DONG, 2009;
USDA, 2016).

No entanto, ostras sdo organismos filtradores, altamente
pereciveis, o que limita a comercializagdo global do produto (MORAES
etal., 2000), sendo sua atividade microbiana o principal fator responsavel
pelas mudancas no sabor, textura e odor do alimento (CAO et al., 2009;
PRAPAIWONG et al., 2009; MONTANHINI; NETO, 2015). Podem ser
encontrados no mercado, produtos processados como, ostras enlatadas,
congeladas e embaladas a vacuo, porém representam uma parcela
reduzida do comércio deste molusco (FAO, 2010).

Neste contexto, é de extrema importancia para o crescimento e
ganho do mercado externo, o desenvolvimento de processos que
propiciem a extensdo da vida Gtil de produtos altamente pereciveis, e
possam vir a garantir a seguranca dos consumidores de ostras produzidas
em Santa Catarina (MIOTTO, 2012).

Vérias técnicas de processamento pds-colheita ja foram utilizadas
para prolongar a vida util, e garantir a seguranga no consumo de ostras,
como processamento térmico, congelamento, irradiacdo, alta pressdo
hidrostatica, atmosfera modifica e solubilizagdo do CO; previamente ao
uso de atmosfera modificada (LEKJING et al., 2017; BAKER, 2016;
CRUZ-ROMERO et al., 2008; SOARES et al., 2015).

O uso de compostos naturais, para conservacao e aumento da vida
atil de alimentos, é um método promissor, devido a demanda dos
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consumidores por alimentos com propriedades benéficas a salde, a
obtencdo e aplicacdo de aditivos naturais confiaveis, com compostos
polifendlicos, tais como extrato de uva, extrato erva-mate e curcumina, é
de grande importancia (KURT; ZORBA, 2005; GOKCE, 2011).

A curcumina € um composto fendlico obtido da curcuma, possui
propriedades antioxidantes, antimicrobianas e antiflamatdrias
(AGGARWAL et al., 2007; AKPOLAT et al., 2010). O efeito
antimicrobiano da curcumina é declarado eficaz tanto na medicina, para
ferimentos, quanto em alimentos contra patdégenos (Vibrio
parahaemolyticus) (PATTARATANAWADEE et al., 2006; WANG et
al., 2009). No entanto a utilizacdo da curcumina é limitada pela baixa
solubilidade em &gua, e degradacéo na presenca de luz (SURESH et al.,
2007).

Desta forma a incorporagdo da curcumina na estrutura porosa das
ostras pode ser realizada através do processo de difusdo a pressfes
ambientes, sendo necessario o uso de solventes para permitir sua
solubilizacdo e difusdo no alimento. Entretanto, por se tratar de um
mecanismo de transporte de massa lento, 0 processo a vacuo é uma
alternativa para acelerar esse processo e facilitar a incorporagdo da
curcumina.

A impregnacdo a vacuo é muito utilizada para desidratacdo
osmotica de alimentos. Esse processo é acelerado devido a remogéo do ar
ocluso na matriz que favorece a remocdo da agua e a entrada da solucdo
externa que possui o composto de interesse (LAURINDO et al., 2007).

O uso do vécuo para incorporagao de curcumina em ostras parte do
mesmo principio, mas com o diferencial da necessidade da manutencéo
da umidade do produto.

A incorporacdo de compostos bioativos, com propriedades
antioxidantes e antimicrobianas em ostras, busca 0 aumento da sua vida
Gtil, e um novo produto.

1.1 Objetivo Geral

Estudar os efeitos da incorporacao a vacuo de curcumina em ostras
na redugdo do crescimento microbiano do produto.

1.2 Objetivos Especificos

a. Definir a solucdo para incorporacéo de curcumina.
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b. Definir os parametros do processo de incorporacdo a vacuo de
curcumina que preservem a estrutura das ostras.

c. Determinar a concentracdo minima de curcumina para inibir o
desenvolvimento de bactérias mesdfilas e psicrotroficas totais em ostras.
d. Awvaliar a influéncia da pressao de vacuo na textura, atividade de agua,
umidade e capacidade de retencdo de agua das ostras.

e. Avaliar a influéncia da curcumina no pH e no desenvolvimento
microbioldgico das ostras durante o armazenamento.
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CAPITULO 2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Ostras (Crassostrea gigas)

A espécie Crassostrea gigas conhecida como Ostra do Pacifico ou
Japonesa, é um molusco bivalve, pertencentes a familia Ostreidae, género
Crassostrea, filo Mollusca, e classe Bivalvia (THUNBERG, 1793), sendo
originaria do leste da Asia, especificamente China e Coreia, além de ser
endémica no Japdo. Atualmente apresenta-se distribuida mundialmente,
podendo ser encontrada da América do Norte (EUA e Canada) a América
do Sul (Brasil, Chile e Argentina) (AREIAS, 2012; FAO, 2010). Seu
habitat natural inclui zonas costeiras protegidas e estuarinas, podendo
também ser encontrada em regides de mar aberto (FAO, 2010).

No Brasil, 0 estado de Santa Catarina lidera a producéo nacional
de moluscos marinhos (ostras, mexilhdes e vieiras). A producao de ostras
e mexilhdes no litoral catarinense concentra-se em uma faixa que inclui
12 municipios, estendendo-se desde S&o Francisco do Sul (norte do
estado) até Palhoga (regido centro-leste). A comercializagdo de ostras na
safra de 2016 foi de 2.820,46 t, conforme mostrado na Figura 2.1, sendo
0 municipio de Floriandpolis responsével pela maior produgdo 1.707,6 t
(SANTOS et al., 2017).

Figura 2.1 - Evolucgdo da produgdo de ostras comercializadas por Santa Catarina
entre 1991 e 2016.

Safra de ostras em SC (t)

1995 2000 2005 2010 2015
Periodo de produg¢ao

Fonte: Adaptado de Santos et al. (2017).
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As ostras possuem uma estrutura fisica composta por um corpo
macio, ndo possuem esqueleto interno, o corpo é envolvido por duas
conchas ou valvas articuladas em sua porcdo dorsal por um ligamento
cérneo. A valva superior ou direita é plana e a valva inferior ou esquerda
é levemente cdncava, encaixada sob a articulacéo, sendo a valva pela qual
a ostra encontra-se fixada ao substrato, conforme mostrado na Figura 2.2.
O mausculo adutor une as duas valvas, responsavel pelo fechamento das
mesmas, atuando contra a pressdo do ligamento, quando relaxado as
valvas encontram-se abertas (RUPP, 1999; NETO, 2011).

Figura 2.2 - Ostras Crassostrea gigas.

—

Fonte: Miossec et al. (2009).

A taxa de crescimento das ostras C. gigas depende de diversos
fatores, como espécie, distribuicdo geografica, clima, localizacdo e as
diferencas genéticas entre individuos (HELM; BOURNE, 2004).
Desenvolvem-se em condigdes de salinidade que podem variar entre 2 até
41%, mas preferem valores em torno de 20 a 25%. O intervalo de
temperatura para seu desenvolvimento ¢ muito amplo, de -1,8°C a 35°C,
tendo como intervalo ideal de temperatura entre 11°C e 25°C (ANGELL,
1986).

O tamanho comercial da espécie C. gigas é de 8 cm, que é atingido
em cerca de 7 a 8 meses de cultivo no estado de Santa Catarina no Brasil,
enquanto na Franga, para a mesma espécie, 0 tempo necessario para
alcancar o tamanho comercial é de aproximadamente dois anos, devido
as condicBes favoraveis ao cultivo (MIZUTA, 2010).
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2.1.1 Microbiologia de Moluscos Bivalves

O Ministério da Saude por meio da Resolu¢cdo RDC n°12 de 02 de
janeiro de 2001, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA),
regulamenta padres microbioldgicos para alimentos expostos a venda.
Os itens 7, 20 e 22 dessa resolugdo abordam o pescado e os produtos
derivados da pesca, bem como os limites bacteriolégicos permitidos para
sua comercializacdo. Estabelecendo para moluscos bivalves in natura
resfriados ou congelados, ndo consumidos crus, os limites maximos
permitidos para Estafilococos coagulase positivo de até 1,0x10° UFC g*
e auséncia de Salmonella spp. em 25g. O limite para coliformes a 45°C é
estabelecido apenas em moluscos bivalves cozidos, temperados ou néo,
industrializados resfriados ou congelados, sendo este de 5,0x10 NMP./g.
A legislagdo estabelece valores limites especificos de Vibrio
parahaemolyticus somente para pratos prontos a base de frutos do mar
crus, sendo de 1,0x10° NMP./g. (BRASIL, 2001).

As ostras sdo organismos filtradores, e alimentam-se de particulas
em suspensdo na coluna da dgua, que tanto podem ser organicas como
inorganicas. Estas particulas séo basicamente compostas por fitoplancton,
seu principal alimento, mas também podem conter microrganismos e
outras substancias dissolvidas, como aminoacidos e agUcares, entre outros
(FELDHUSEN, 2000; MIZUTA, 2010). As bactérias patogénicas, que
estejam eventualmente presentes na agua de cultivo, apds serem filtradas,
poderdo permanecer vidveis no trato digestivo das ostras (MORAES et
al., 2000). A taxa de filtragdo das ostras chega a 10 litros/hora/grama de
tecido seco (FROELICH; NOBLE, 2014).

Considerando-se que as ostras sao tradicionalmente consumidas in
natura, sem cozimento prévio ou pouco cozidas, juntamente com o
elevado conteldo de agua e por possuir uma alta e diversa microbiota
natural, este alimento é considerado de alto risco, altamente perecivel e
amplamente associado a intoxicacbes e infec¢bes alimentares
(PORTELLA, 2005; RAMOS, 2007; MIOTTO, 2012).

A microbiota das ostras ap6s a coleta esta diretamente relacionada
a qualidade microbiol6gica da &gua, que é influenciada, também pela
temperatura e salinidade da &gua, distancia entre o local de cultivo e &reas
poluidas com material fecal ou a ocorréncia de bactérias naturalmente
presentes na 4gua (FELDHUSEN, 2000). Por isso, a qualidade sanitaria
das aguas de cultivo de moluscos é imprescindivel para a obten¢éo de um
produto seguro.
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As ostras, propiciam um ambiente favoravel ao desenvolvimento
de microrganismos, devido ao alto teor de carboidratos (5,6 g/100 g),
guando comparada aos pescados e crustaceos, e menor teor de nitrogénio
total. Portanto além de patogénicos, podem ser encontrados
microrganismos deteriorantes em ostras, responsaveis por alteracdes
sensoriais, diminuindo a vida Gtil do produto (JAY, 2005).

Os agentes de deterioracdo de moluscos, segundo as condi¢fes de
temperatura, sdo bactérias psicrofilas e mesofilas, em sua maioria com
atividades proteoliticas. AlteracGes de cor, da tonalidade amarelo
esverdeado sdo consequentes da presenca de psicrofilos e Pseudomonas.
No armazenamento a temperaturas de refrigeragdo (0°C a 10°C) se
multiplicam microrganismos psicrotroficos, sendo os principais agentes
de deterioracdo de frutos do mar (EVANGELISTA, 1994).

Ja foram isolados os seguintes géneros de ostras deterioradas:
Serratia, Pseudomonas, Proteus, Clostridium, Shewanella, Escherichia,
Enterobacter, Favlobacterium, entre outros (FRANCO; LANDGRAF,
2008).

De acordo com Feldhusen (2000) as bactérias patogénicas
frequentemente associadas as doencas causadas pelo consumo de
moluscos bivalves, podem ser divididas em trés grupos, conforme a fonte
de contaminagdo:

o Naturalmente presentes no ecossistema aquatico (como
Aeromonas hydrophila, Clostridium botulinum, Vibrio
parahaemolyticus, Vibrio cholerae, Vibrio vulnificus e Listeria
monocytogenes),

e Presentes no ambiente como resultado da contaminagdo fecal
humana e de animais de sangue quente (como Salmonella spp., Shigella
spp. e Escherichia coli),

e Decorrentes da manipulacdo e o processamento dos moluscos
(como Staphylococcus aureus).

Vibrio parahaemolyticus é documentado como a principal fonte de
gastroenterite aguda em humanos, e frequentemente isolado de frutos do
mar. Muitos surtos de V. parahaemolyticus ocorreram em todo 0 mundo,
assim a eliminacdo do V. parahaemolyticus em ostras € uma necessidade,
para evitar surtos. Entretanto a reducdo dos niveis de V. parahaemolyticus
de ostras ap6s a colheita e antes do consumo contribuem para a
diminuicéo do risco de doencas causadas por este patégeno (WU et al.,
2016; ROJAS et al., 2011; RASZL et al., 2016).

Desta forma o hébito alimentar de consumir ostra in natura e sua
curta vida atil restringem o comércio desse produto, que ocorre,
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principalmente, via restaurantes e apresenta uma capacidade de absorcéo
em torno de 3.000 t/ano (SANTOS et al., 2017). Com isso, ha uma
demanda por estudos de processos com a finalidade de reduzir a carga
microbiana e aumentar a vida Util de ostras.

2.2 Carcuma (Carcuma longa Linn)

A curcuma conhecida no Brasil como acafrao da terra (Figura 2.3),
é o rizoma de uma planta herbacea perene, pertencente a familia do
gengibre, Zingiberaceae, com nome cientifico Cdrcuma longa Linn,
nativa do sul tropical da Asia, mas amplamente cultivada nas regides
tropicais e subtropicais do mundo (RAVINDRAN et al., 2007).

Figura 2.3 - llustracdo Botéanica da Curcuma longa L.

Fonte: Braga (2002).

Apresenta inimeras propriedades bioldgicas de interesse para
aplicacdo em alimentos, com comprovada atividade antioxidante,
antifingica e antimicrobiana (RAVINDRAN et al., 2007). Também é
aplicada na medicina tradicional no tratamento de varias doencas
incluindo, diabetes, reumatismo e doencas cardiovasculares
(AGGARWAL; HARIKUMAR, 2009).
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A clrcuma apresenta uma composi¢do quimica de 30 a 50% de
amido, 6 a 10% de proteina, 6,5 a 8,5% de cinzas, 2 a 6% de fibras, 3 a
6% de Oleo volatil e 2 a 8% de curcumindides (GOVINDARAJAN;
STAHL, 1980; BRAGA et al., 2003).

Os curcumindides sdo dividos em trés substancias principais, como
mostrado na Figura 2.4, a curcumina (80%), a desmetoxicurcumina
(DMC) (18%) e a bisdesmetoxicurcumina (BDMC) (2%), diferenciadas
pela quantidade de grupos metoxila (OCHs) presentes na estrutura
guimica. A curcumina apresenta dois grupos metoxila, a
desmetoxicurcumina contém apenas um grupo metoxila e a bis-
desmetoxicurcumina nao apresenta grupo metoxila (ANAND et al., 2008;
GOEL; AGGARWAL, 2010). Grande parte dos estudos realizados
indicam que 0 componente mais ativo entre os curcumindides da C. longa
L é a curcumina (KUMAR et al., 2016).

Figura 2.4 - Estrutura quimica dos curcuminoides.
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A curcumina (1,7-bis (4-hidroxi-3-metoxifenil) hepta-1,6-dien 3,5
diona) é um pigmento natural de coloracdo amarela presente nos rizomas
de curcuma, apresenta-se na forma de po, representando 2-5% nos
rizomas secos, sendo extensivamente estudado com mais de 5600
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citagdes (AGGARWAL et al., 2013). Pertence a classe dos polifendis que
sdo substancia que possuem hidroxilas ligadas a anéis aromaticos (LI et
al., 2011). Esse polifenol hidrofébico apresenta baixa massa molecular
(368,37 g/mol) e ponto de fusdo de aproximadamente 183 °C, sendo
praticamente insollveis em agua (0,6 pg/mL), o que limita ndo apenas a
sua solubilidade e dispersdo em matrizes de alimentos, mas também a sua
biodisponibilidade. No entanto é solGvel em etanol, alcalis, cetonas, acido
acético e cloroférmio. Sua degradacdo é acelerada pela luz, ar,
temperatura, e pH acima do neutro (SURESH et al., 2007).

Com relacéo a estabilidade da curcumina, Tonnesen et al. (1985),
verificaram que a curcumina é instavel em pH maior que 8,0. Resultados
semelhantes foram observados por Rusig et al. (1992), os quais
constataram a faixa de pH entre 4 e 8 como a que proporcionou maior
estabilidade a molécula curcumina e que em pH superior a 8, a velocidade
de degradacéo foi significativamente maior. Ainda a luz foi analisada e
considerada o fator de maior relevancia sobre a degradagdo da curcumina,
provocando cerca de 30% de perda do pigmento, apds 30 dias de
exposicdo, enquanto a degradacao pela acdo exclusiva do oxigénio foi de
1,80%.

Estudos comprovaram a propriedade antimicrobiana da curcumina
em uma ampla gama de microrganismos, em sua forma in natura para B.
cereus, B. subtilis, S. aureus, Streptococcus mutans, Staphylococcus
epidermidis, E. coli, P. aeruginosa, Yersinia enterocolitica, Shigella
dysenteriae (BHAWANA et al.,, 2011; DUBEY et al., 2008; HAN;
YANG, 2005; HU et al., 2013; MUN et al., 2013; PARVATHY et al.,
2009; RAIl et al., 2008).

O mecanismo de acdo da curcumina sobre 0s microrganismos nao
se encontra completamente elucidado, contudo supBem-se que sua
atividade antimicrobiana esteja relacionada com a interagdo da curcumina
com a proteina FtsZ do citoesqueleto bacteriano, proteina envolvida na
divisdo celular de algumas bactérias (KAUR et al., 2010).

Na industria de alimentos a curcumina é utilizada como corante
natural para substituir os corantes sintéticos em produtos como, enlatados,
chutneys, mostarda, pdo, iogurte, manteiga, queijo, entre outros, porém
sua utilizacdo mais importante é na preparacdo de curry (OSORIO-
TOBON et al., 2014). Os padrdes estabelecidos em relagdo & Ingestio
Diaria Aceitavel (IDA), para a curcumina, estdo entre 0 a 3 mg/kg de
massa corporal (JECFA, 2006).

Gul e Bakht (2015) aplicaram extrato de clrcuma nas
concentragbes de 1,0 e 2,0% como conservante e antimicrobiano,
combinado com  tratamento térmico em refeicBes  prontas para o
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consumo, e obtiveram um alimento seguro e livre de contaminacdo
microbioldgica durante 90 dias de armazenamento em temperatura
ambiente. Outro estudo utilizou curcumina nas concentrag@es de 0,5, 1,0
e 2,0% em carne moida para inibir o crescimento de Escherichia coli,
Listeria monocytogenes, Salmonella Typhimurium e Staphylococcus
aureus. A adigdo de curcumina alterou significativamente a contagem das
bactérias, sendo as doses de 0,5% e 1,0% de curcumina melhor aceitas
sensorialmente (SANDIKCI ALTUNATMAZ et al., 2016).

Wu et al. (2015) utilizaram acdo fotodindmica mediada pela
curcumina, com um comprimento de onda de 470 nm, densidade de
energia 3,6 J/ cm? e concentragio de 10 uM de curcumina, demonstrando-
se que o norovirus foi significativamente inibido de 1-3 log UFC / mL em
ostras.

Recentemente empregou-se a a¢do fotodindmica mediada pela
curcumina para avaliar o efeito da inativagdo de V. parahaemolyticus em
ostras, utilizando-se comprimento de onda de 470 nm, densidade de
energia 3,6 J/cm?, observando-se que a curcumina foi capaz de inativar as
células V. parahaemolyticus para um nivel ndo detectavel na
concentragio de 10 e 20 Mm, mostrando que a curcumina
fotodinamicamente ativada prolongou a vida de prateleira de ostras de 8
para 12 dias e teve efeitos positivos na qualidade, exibindo retencéo
notavel de odor (LIU et al., 2016).

2.3 Incorporacdo de compostos bioativos

A incorporacdo de compostos bioativos na matriz de alimentos
solidos, pode ser realizada por diferentes métodos, como imersdao a
pressdo atmosférica, desidratagdo osmatica e sob vacuo.

A imersdo a pressdo atmosférica é usualmente utilizada para
introducdo de microrganismos probidticos em alimentos, como mostrado
por Martins et al. (2016) para salada de frutas minimamente processada e
meldo minimamente processado (OLIVEIRA et al., 2014).

O tratamento osmoético é outro método amplamente utilizado para
modificar a composicdo de alimentos sélidos (por exemplo, frutas,
vegetais, carne e peixe), removendo parcialmente agua e adicionando
solutos (ROZEK et al., 2010, FERRARI et al., 2013).

A infusdo de curcumina foi estudada por Bellary et al. (2011) que
exploraram o tratamento osmotico como um método para infundir
curcumindides em fatias de coco. A concentracdo crescente de solucoes
osméticas (0, 12,5, 25 e 50%) utilizadas para a incorporacdo de
curcumindides, indicou que a maior incorporagdo de curcuminéides foi
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alcangada quando a concentracdo da solugdo envolvente foi minima, isto
é, 0%.

Bellary e Rastogi (2012) estudaram a impregnacdo de
curcuminéides em fatias de coco usando solugdes hipotbnicas ou
hiperténicas. O maior coeficiente de difusdo foi (1,78x1010 m?/s)
encontrado para solugdo de curcuminoides em cloreto de sodio a 2,5%,
melhorado pela aplicacéo de ultrassom (1,81x10°1% m?/s).

O uso de vacuo e ultrassom em conjunto com o tratamento
osmotico para a infusdo de compostos bioativos é utilizado no
desenvolvimento de alimentos funcionais sem alterar significativamente
a matriz alimentar (BELLARY; RASTOGI, 2014).

A impregnacdo a vécuo ¢ aplicada em inimeros processos nos
quais as interac@es entre um solido poroso e um liquido estdo presentes,
tais como: incorporagdo de ingredientes funcionais, vitaminas, minerais,
antioxidantes, enzimas, reguladores de pH, antimicrobianos, fibra
alimentar, probiéticos, prebioticos e simbidticos (LIN et al., 2006;
DEROSSI et al., 2010; HIRONAKA et al., 2011).

A utilizac8o de impregnacdo a vacuo em matéria prima animal foi
estudada por Andrés-Bello et al. (2014) que introduziram bactérias acido
laticas e nisina em filés de peixe para aumento da vida Gtil do produto, e
por Schmidt (2006), para impregnagdo de sal em cortes de frango.
Entretanto o uso desta tecnologia em matrizes vegetais € majoritariamente
encontrado na literatura como na fortificacdo de abacaxi com célcio e
impregnagcao de lactato de calcio em magas, estudos que foram realizados
no Laboratério de propriedades fisicas de alimentos (PROFI-UFSC)
(LIMA, 2014; ASSIS, 2013).

Dentre as técnicas de incorporacdo a impregnacdo a vacuo
apresenta vantagem de permitir a introdugdo das substancias dissolvidas
ou dispersas em uma fase liquida diretamente na estrutura porosa
(SALVATORI et al., 1998), com a possibilidade de manter a umidade do
produto e acelerar a incorporagdo do composto de interesse. Pode ser
empregada para incorporar compostos fisiologicamente ativos em tecidos
vegetais, sem destruir a matriz dos alimentos. Essa técnica permite
melhorias nas caracteristicas fisico-quimicas e nutricionais e nas
propriedades sensoriais dos alimentos, aumento da vida Util e introducéo
de produtos inovadores no mercado de alimentos (ALZAMORA et al.,
2005; ZHAO; XIE, 2004). Assim, no presente estudo utilizou-se a técnica
de impregnagcdo a vicuo para a incorporagdo de curcumina em ostras.
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2.3.1 Impregnacgéo a vacuo

A impregnacado a vacuo (IV) é um processo usualmente utilizado
para acelerar a penetragdo de um liquido ou soluto de interesse em uma
estrutura porosa, seja esta vegetal ou animal (ZHAO; XIE, 2004). O
processo de IV consiste na troca do géas e liquido aprisionado no interior
dos poros de um alimento por um liquido externo, devido a acdo de
gradientes macroscopicos de pressao promovidos pela aplicagdo de vacuo
e posterior restabelecimento da pressdo atmosférica em uma camara
contendo o alimento imerso em uma solugdo (FITO, 1994; FITO;
PASTOR, 1994; FITO et al., 1996).

O processo de IV ocorre em duas etapas, conforme mostrado na
Figura 2.5. Na primeira etapa o alimento é imerso na solugéo que se deseja
impregnar e o sistema é submetido a uma pressdo subatmosférica por um
determinado periodo de tempo, onde o gas ocluso nos poros do alimento
se expande, até atingir o equilibrio com a pressdo imposta ao sistema,
saindo do alimento e levando parte do liquido nativo presente no interior
dos poros. Quando o equilibrio das pressdes do sistema é alcangado, uma
quantidade de liquido penetra nos poros devido a agdo das forcas
capilares. Apds este periodo, é restabelecida a pressdo atmosférica e o
alimento € mantido imerso na solucdo por um determinado periodo de
tempo. Nesta etapa, 0 gas residual da amostra se comprime, conduzindo
a impregnacdo dos poros do alimento pela solugdo externa (FITO, 1994,
FITO etal., 1996; FITO et al., 2001). Durante esse processo ocorre uma
mudancga rapida na composi¢do do alimento, com modificagdo das
condicdes para a transferéncia de massa (FITO et al., 1996).
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Figura 2.5 - Representacdo esquematica do processo de impregnacédo a vacuo.

_ —

Etapa 1. Inicio da penetragio da solugdo pelos poros da fruta, por capilaridade

| —

Etapa 2. Comega a saida do ar preso dos poros pela aplicagio de vicuo
(P < P atmosférica)

Etapa 3. Entrada da solugdio nos poros apenas por capilaridade
(P < P atmosférica)

Etapa 4. Penetragio de maior quantidade de solugdio nos poros do tecido por
capilaridade e pressio externa (P = P atmosférica)

. [] =

Tecido Ar Solugdo

Fonte: adaptado de Fito (1994); Oliveira et al. (2014).

As propriedades mecénicas da matriz sélida e as propriedades de
escoamento do liquido que penetra os poros irdo definir os tempos
caracteristicos de penetracdo e de deformacédo relaxacdo, responsaveis
pela impregnagdo final e deformacdo das amostras no equilibrio. A
guantidade de liquido impregnado na estrutura porosa dependera do nivel
de desgaseificacdo e da pressdo de trabalho (FITO et al., 1996; FITO,;
CHIRALT, 2000).

Vérios estudos foram realizados a fim de elucidar os mecanismos
utilizados na impregnacéo a vacuo de um material poroso, mas este é um
problema complexo, uma vez que sS40 muitas as varidveis e 0s
mecanismos de transferéncia de massa envolvidos no processo (FITO,
1994; FITO; PASTOR, 1994; ZHAO; XIE, 2004; LAURINDO et al.,
2007).

O primeiro modelo matematico do processo de impregnacdo a
vacuo em alimentos porosos, foi proposto por Fito (1994) e Fito e Pastor
(1994), conhecido como Mecanismo Hidrodindmico (HDM), que
descreve 0s mecanismos de desgaseificacdo e de infiltragdo em um
alimento poroso, considera a pressdo capilar e o gradiente macroscépico
de pressdo imposto ao sistema durante as etapas de aplicacdo do vacuo e
recuperacdo da pressdo atmosférica comoas forcas motrizes do
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processo. O modelo do HDM permite o célculo da fracdo
volumétrica da amostra impregnada, ocasionada por gradientes
macroscépicos de pressdo e pela acdo da capilaridade.

Fito et al. (1996) propuseram um modelo denominado
Deformacdo-Relaxacdo (DRP), com corre¢cbes ao modelo HDM,
considerando a possibilidade da deformacdo da matriz porosa dos
alimentos durante a aplicacdo do vacuo e a relaxacdo dos mesmos durante
o restabelecimento da pressao, relacionada as propriedades viscoelasticas
dos alimentos sélidos.
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CAPI’TULO 3. ESTUDO DO PROCESSO DE INCORPORACAO A
VACUO DE CURCUMINA EM OSTRAS (Crassostrea gigas)

Resumo

A concentra¢do de curcumina incorporada em ostras (Crassostrea gigas)
cozidas e desconchadas usando pressdes subatmosféricas (vacuo) foi
estudada no presente trabalho. Os pardmetros de processo foram
estudados através de um Delineamento Central Composto Rotacional
(DCCR) 22 com 4 pontos axiais e 4 repeticdes no ponto central para
avaliar a influéncia da pressao (30, 50, 100, 150 e 170 mbar) e do tempo
(3, 5, 10, 15 e 17 minutos) na concentracdo de curcumina incorporada.
Foi avaliado o efeito da presenca de curcumina no pH das ostras e o efeito
da pressdo de vacuo na umidade, atividade de agua, capacidade de
retencdo de &gua e textura das ostras. Ostras cozidas e desconchadas
foram imersas em uma solugdo curcumina-vinho branco tipo chardonnay
(3,75% em alcool) com concentragdo inicial de 130 pg de curcumina/mL
de solugcdo e submetidas ao processo de incorporacdo a VAcuo nas
condi¢des do delineamento experimental a 4 °C. A vériavel tempo
mostrou efeito positivo significativo (linear e quadratico) na concentracdo
de curcumina incorporada, sem efeito da presséo, de acordo com a andlise
de Pareto. Entretanto, através da curva de contorno observou-se uma
tendéncia ao aumento da concentragdo de curcumina incorporada em
ostras nas maiores pressfes e tempos mais longos de vacuo. Houve
decréscimo do pH das ostras apds a incorporagdo de curcumina, e houve
aumento significativo da atividade de dgua e diferenga significativa no
teor de umidade e na capacidade de retencdo de agua das amostras com
curcumina nas condicdes estudadas.

Palavras-chave: ostras, curcumina, infusdo a vacuo.

Abstract

In this work the concentration of curcumin incorporated by vacuum
pressures in oysters (Crassostrea gigas) cooked and shelled, was studied.
The influence of pressure (30, 50, 100, 150 and 170 mbar) and time (3, 5,
10, 15 and 17 minutes) of vacuum in the curcumin incorporated within
oysters were studied through a Central Composite Rotational Design
(CCRD) 22 with 4 axial points and 4 repetitions at central point. The effect
of curcumin in pH of oysters and the effect of vacuum pressure on
moisture, water activity, water-holding capacity and texture of oysters
were evaluated. Cooked and shelled oysters were immersed in curcumin-
chardonnay white wine (3.75% alcohol) solution with initial
concentration of 130 pg curcumin/mL solution. After that,
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oyster meat in solution was loaded into the experimental vacuum chamber
to incorporation of curcumin, at 4 °C, according experimental design
conditions. Significant positive effect (linear and quadratic) of time on the
concentration of curcumin incorporated was observed, without effect of
the pressure, according to Pareto analysis. However, a tendency to
increase the concentration of curcumin incorporated in oysters in the
higher-pressure range and longer vacuum times was observed through the
contour curve. pH of oysters decreased after incorporation of curcumin,
and there was a significant increase in water activity value and significant
difference in the moisture content and water-holding capacity of
curcumin samples under the conditions studied.

Keywords: oysters, curcumin, vacuum infusion.

3.1 Introducéo

A comercializacdo e consumo de ostras na sua forma in natura,
restringe o comércio deste produto devendo ser consumida em até 3 dias
guando mantida sob temperatura de refrigeracdo (PORTELLA, 2005;
RAMOQOS, 2007; MIOTTO, 2012). Este curto periodo de vida Util impede
que o produto seja comercializado no varejo, considerado o canal
comercial mais importante de géneros alimenticios (SANTOS et al.,
2017).

Processos para aumento da vida Gtil de ostras sdo de grande
importancia econémica por razdes que incluem a possibilidade de
transporte a longas distancias, novos mercados consumidores, reducdo de
perdas devido a deterioracdo e a conveniéncia para as industrias,
restaurantes e consumidores (GENIGEORGIS, 1985).

O uso de processos combinados como tratamento térmico brando
e solubilizacdo de CO; previamente ao uso de atmosfera modificada
(SGS) foi estudado por Soares et al. (2015), o uso de processos
combinados inativou Vibrios spp presentes em ostras e retardou o
desenvolvimento de mesofilos e psicrotroficos totais por 31 dias de
armazenamento.

A curcumina por sua capacidade antimicrobiana e ao mesmo
tempo suas propriedades terapéuticas (AGGARWAL; HARIKUMAR,
2009) foi utilizada no presente estudo como alternativa para aumentar a
vida til de ostras.

O uso de press@es inferiores a pressdo atmosférica (pressdes de
vacuo) para incorporacdo de compostos ativos em alimentos, tem
mostrado bons resultados, principalmente em matrizes porosas, pois a
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utilizacdo de gradientes de pressdo acelera o processo de
incorporacdo, sem alteracdo significativa na estrutura do alimento
(RODRIGUES, 2013; LIMA, 2014). Neste contexto, 0 objetivo deste
estudo foi determinar o efeito dos parametros de processo, pressdo e
tempo de vacuo na concentracdo de curcumina incorporada em ostras
(Crassostrea gigas) e avaliar o efeito da pressdo na atividade de agua,
capacidade de retencdo de agua, umidade e textura das ostras, e o efeito
da curcumina incorporada no pH das ostras.

3.2 Material e Métodos
3.2.1 Matéria-Prima

As ostras in natura utilizadas no presente estudo foram adquiridas
de um produtor local, no bairro Sambaqui, Florianopolis/SC, oriundas das
sementes doadas pelo Laboratério de Moluscos Marinhos da
Universidade Federal de Santa Catarina (LMM - UFSC).

3.2.2 Processamento de ostras e incorporacao a vacuo de curcumina

As ostras foram lavadas em &gua corrente potavel para a remogéo
das sujidades presentes na superficie das conchas. Posteriormente, 7 kg
de ostras foram submetidas ao tratamento térmico em vapor fluente a 100
°C por 15 minutos (SOARES et al., 2015). Em seguida, foram resfriadas
a 4 °C por 10 minutos e desconchadas, seguido do acondicionamento a 4
°C por 2 horas. A incorporacdo de curcumina nas ostras foi realizada a
pressbes subatmosféricas nas condigdes descritas na Tabela 3.1, a 4 °C.
O processo utilizado esta apresentado no fluxograma da Figura 3.1.

Delineamento experimental

Para estudar o efeito combinado das varidveis pressdo de vacuo
versus periodo de vacuo na concentracdo de curcumina incorporada nas
ostras, utilizou-se o Delineamento Central Composto Rotacional
(DCCR), aleatorizado 22 com 4 pontos axiais e 4 pontos centrais. Os
niveis pressdo e tempo de vacuo estdo apresentados na Tabela 3.1.
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Tabela 3.1 - Matriz do planejamento experimental.

o Niveis
Variaveis 141 X 0 ) +1.41
Pressdo (mbar) 30 50 100 150 170
Tempo (min) 3 5 10 15 17

Fonte: Autor (2017).

Figura 3.1 - Fluxograma do processo de incorporagdo a vacuo de curcumina em
ostras.

Ostras in natura |::> Limpeza
. Tratamento
Resfriamento térmico
o
BODn?inC/ 10 <::| (Vapor a 100
°C/15 min)

&

Desconchamento [:> Resfriamento
Manual BOD 4°C/2h

&

Incorporacéo a
Vacuo

(4 °C)

-\

Fonte: Autor (2017).
3.2.3 Aparato experimental para incorporacéo a vacuo de curcumina

O aparato experimental utilizado para incorporagdo da curcumina
a vacuo, é constituido de uma camara de aco inoxidavel em formato
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cilindrico, com volume interno de 0,014 m3 no interior da camara
introduziu-se um béquer (2 L) contendo 400 g de ostras e a solucdo de
curcumina, na propor¢do 1:1 (massa de ostra:massa de solugdo). A
camara foi conectada a uma bomba de vacuo (Vacuubrand, RZ 6,
Alemanha) e a um trapping contendo esferas de silica gel, como mostrado
na Figura 3.2.

Figura 3.2 - Aparato experimental para incorporagdo a vacuo de curcumina em
ostras.

!i_l

Sistema de
aguisicio de dados

m

Banho
termostatico

Fonte: Adaptado de Lima (2014).

A temperatura do processo de 4 °C foi mantida através da
circulagdo de &gua usando um banho termostatizado (Quimis, 6214m2,
Brasil). No interior da cAmara foi introduzido um termopar do tipo J
(Ferro-constantan, Salvi Casagrande, Brasil), um transdutor de presséo
relativa (Velki, IT-TR, 4-20 mA, Brasil) e um vacudmetro (Edwards,
APG100-XM), conectados a um sistema de aquisi¢do de dados (Agilent,
Data Acquisition 34970A, EUA), acoplado em um computador que
armazena os dados através do software Benchlink Data Logger 3.0
(Agilent, 2009).

3.2.4 Solucéo de curcumina

Inicialmente utilizou-se trés solucBes de curcumina testes no
processo de incorporacdo. Uma solugdo de curcumina em tween 80-agua
(Synth) 2 % de tween 80 na solugéo, uma solugdo de curcumina em etanol
(Neon, 99,8 %) 3,75 % em alcool na solucdo, e  umasolucdo de
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curcumina em vinho branco (Chardonnay 13%) 3,75 % em alcool na
solucdo. Em todas as solucdes a concentracdo de curcumina foi de 130
pug/mL de solugdo. As solugbes testes foram preparadas adicionando
curcumina em pé (Neon, 96 %) em solventes: etanol, vinho branco tipo
chardonnay, e tween 80-agua (2,00 % v/v), posteriormente completou-se
0 volume final (400 mL) com &gua destilada para as solucdes de etanol e
vinho branco. As solugdes foram homogeneizadas em agitador magnético
(Dist, IST) por 15 minutos a temperatura ambiente para completa
solubilizacdo da curcumina. A composicéo das solugdes esta descrita na
Tabela 3.2.

Tabela 3.2 - Solugdes testes para incorporagao a vacuo de curcumina.

COMPOSICAO
Tween Vinho Agua %
SOLUCOES *CUR 80 Etanol branco  destilada  (v/v)
C)] (mb) (mL) (mL) (mL) **
CUR 0,052 8,00 - - 392,00 2,00
- tween 80
CUR 0,052 - 15,00 - 385,00 3,75
- etanol
CUR
- vinho 0,052 - - 115,40 284,60 3,75
branco

*CUR: curcumina. ** Porcentagem em relacdo a agua destilada-etanol, agua
destilada-vinho branco e dgua destilada-tween 80. Fonte: Autor (2017).

3.2.4.1 Analise de cor

Para a medida de cor das amostras, utilizou-se um colorimetro
(Minolta Chroma Meter CR-400, Konica Minolta, Osaka, Japan),
ajustado para operar com iluminante D65 e angulo de observacéao de 2°,
previamente calibrado. De acordo com a escala, L* (luminosidade, 0 a
100 preto ao branco), e as coordenadas de cromaticidade a* e b*. As
leituras dos parametros a* e b* permitiram calcular o &ngulo Hue, chroma
e a diferenca global da cor (AE). As leituras foram realizadas no corpo
das ostras, e a média dos valores de 5 ostras em triplicata foram
consideradas para a analise estatistica. A analise foi realizada no
Laboratorio de Frutas e Hortalicas (LFH), no Centro De Ciéncias Agrarias
(CCA) da UFSC.



49

3.2.5 Determinagéo da concentracdo de curcumina

A determinagdo da concentracdo de curcumina incorporada nas
ostras, foi realizada por extracdo alcodlica convencional do soluto das
ostras, em triplicata. 8 £ 1 g de ostras inteiras foram imersas em 20 mL
de etanol (Neon, 99,8%), em um tubo falcon, ao abrigo da luz, a
temperatura ambiente (23 °C) por 5 horas, condigdes estabelecidas em
testes experimentais preliminares. A solugdo de curcumina extraida das
ostras foi centrifugada (Quimis, Q222T) a 5000 rpm por 10 minutos e a
absorbancia foi determinada pela leitura do sobrenadante no
espectrofotdbmetro (Quimis, Q898U2M5) a 425 nm, e comparada com
uma curva de calibragdo previamente construida em triplicata. A curva de
calibragdo apresentou boa linearidade nas concentragdes de 0,90 a 7,30
pg de curcumina/mL de etanol, descrita pela equagdo y=8,163x-0,593
(R2=0.9992), que corresponde a concentracdo de curcumina (ug/mL) e x
a absorbancia.

3.2.6 Caracterizagdo fisico-quimica das ostras apés a incorporacao de
curcumina

As propriedades fisico-quimicas das ostras apds tratamento
térmico sem curcumina (controle) e apds o processo de incorporacdo a
vacuo foram avaliadas através das analises de: pH, atividade de agua (aw),
umidade, capacidade de retencdo de 4gua (CRA) e andlise do perfil de
textura (TPA). Todas as determinacGes foram realizadas em triplicata.

3.2.6.1 pH

O pH das ostras foi medido diretamente no alimento com um
pHmetro de sélidos (Testo 205) composto por uma sonda para medicédo
do pH e temperatura.

3.2.6.2 Atividade de agua

A atividade de &gua das ostras foi determinada por meio de um
higrdmetro com controle interno de temperatura (Aqualab, Decagon
Devices). Apoés a calibragdo do equipamento, 4,0 £ 0,5 g de amostra
trituradas foram colocadas no aparelho e a leitura realizada a temperatura
de 25 °C.
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3.2.6.3 Umidade

O conteldo de umidade das ostras foi determinado conforme o
método 925.09 da AOAC, (2000). 5,0 £ 0,5 g de ostra foram colocadas
em capsulas de porcelana taradas previamente, aquecidas em estufa a 105
°C por 1 hora, resfriadas em dessecador até temperatura ambiente e
pesadas em balanca analitica (Marte, Ay220). Apds as capsulas foram
colocadas em estufa a 105 °C por 24 horas, resfriadas em dessecador até
temperatura ambiente, e novamente pesadas.
3.2.6.4 Capacidade de retencao de 4gua (CRA)

A capacidade das ostras em reter sua agua de constituicdo apds o
processamento foi determinada utilizando um método descrito por
Desmond et al. (2000), modificado. 10,0 £ 0,5 g de ostras foram
envolvidas em gaze e centrifugadas em tubo de polipropileno de 50 mL
(contendo uma parcela de algodao ao fundo) a 7000 rpm por 10 minutos,
a 3 °C em ultra centrifuga. As amostras foram pesadas antes e apds a
centrifugacdo e a CRA foi calculada conforme a Equacéo 3.1:

(ma*xw)'(ma'md) (31)

CRA=
my ( 1 'Xw)

Onde, m, é a massa da amostra antes da centrifugacéo (g), mq € a
massa da amostra ap06s a centrifugacdo (g), Xw é o teor de umidade da
amostra antes da centrifugacdo (g de agua/g de amostra) e CRA ¢ a
capacidade de retencdo de agua (g de dgua/g de amostra seca).

3.2.6.5 Anélise do perfil de textura (TPA)

A andlise do perfil de textura foi realizada com uma probe plana
circular de 50 mm de didametro acoplada ao texturémetro (Stable Micro
System, TA.XT2i, Inglaterra). Durante o ensaio, cinco ostras foram
comprimidas individualmente por duas vezes consecutivas até atingir
50% da sua altura a uma velocidade de 1 mm.s™%, simulando-se o
movimento da mandibula durante a mastigacdo (BOURNE, 1982). A
partir da analise das curvas de forgca versus tempo fornecido pelo
equipamento foi possivel determinar a dureza das ostras (BOURNE,
2002). A média dos valores para cada amostra foi considerada para a
analise estatistica.
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3.2.7 Anélise estatistica

O tratamento estatistico dos dados obtidos foi realizado com
auxilio do software STATISTICA, versdo 10.0, através da analise de
variancia (ANOVA) e teste de Tukey a 95 % de confianca a partir do
planejamento experimental.

3.3 Resultados e discussdo
3.3.1 Processo de incorporagdo da curcumina

Inicialmente a incorporagdo da curcumina foi realizada a presséo
de 50 mbar por 10 minutos (ANDRES-BELLO et al., 2014), como teste
para avaliar se o processo era eficaz para incorporar curcumina no interior
dos poros das ostras. Ndo foram encontrados trabalhos na literatura que
reportem o uso de solucfes ndo osméticas para incorporacdo de soluto a
vacuo em moluscos. Devido a baixa solubilidade da curcumina em agua
(0,6 png/mL), foram testadas trés solugdes para incorporagao a vacuo. As
solucdes testadas apresentaram concentragdo de 130 pg/mL, limite de
dissolu¢do da curcumina em vinho branco tipo chardonnay, assim
utilizou-se a mesma concentracdo inicial de curcumina para todas as
solucoes.

A diferenca global da cor (AE) mostra que as ostras incorporadas
com solugdo curcumina-vinho branco tipo chardonnay (D) néo
apresentaram diferenca significativa em relagdo a amostra controle (A)
(p<0,05). Ostras incorporadas com solucdo curcumina-tween 80 (B) e
solucdo curcumina-etanol (C), apresentaram diferenca significativa no
valor de AE (Tabela 3.3).

De acordo com a escala para valores de AE, proposta por Young e
Whittle (1985), amostras com variacdo entre 0 e 0,2 sdo indiferentes, 0,2-
0,5 pouca diferenga, 0,5-1,5 diferenca média, 1,5-3,0 distintas, 3,0-6,0
muito distintas, e >12 grande diferenca. Assim, a amostra controle e com
solucéo de vinho branco apresentaram média diferenca global da cor. Os
resultados s@o confirmados pelo angulo hue (H°) e a cromaticidade (C*),
ndo houve diferencga significativa (p<0,05) entre a amostra controle e
incorporada com solugdo curcumina-vinho branco.
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Tabela 3.3 - Pardmetros de cor para ostras com e sem incorporagdo a vacuo de
curcumina em diferentes solugdes.

Tratamentos Parametros
H° Cc* AE
A 83,59 + 3,262 12,18 £ 0,772 2,13 +£0,032
B 96,34 +1,21° 15,42 +0,96° 3,93+0,35°
C 96,11 + 1,04° 28,51 +1,26° 16,66 + 0,23°¢
D 85,22 + 2,882 12,15 + 0,842 2,81 +£0,21¢8

A: ostras sem curcumina (controle), ostras incorporadas com: solugéo curcumina-
tween 80 (B), solucdo curcumina-etanol (C), solugdo curcumina-vinho branco
(D). Os valores que apresentam a mesma letra em uma mesma coluna néo diferem
estatisticamente a um nivel de significancia de 5 %, pelo teste de Tukey. Fonte:
Autor (2017).

A coloracdo da superficie das ostras apds a incorporacdo de
curcumina para todas as soluc@es testadas e para a amostra controle pode
ser observada na Figura 3.3. A solugdo curcumina-vinho branco tipo
chardonnay, foi escolhida para a realizagdo das demais etapas do estudo
devido a semelhanca visual com a amostra controle de ostras, sem
alteracdo da aparéncia, evidenciando-se que a incorporagdo ocorreu no
interior dos poros.

Figura 3.3 - Ostras ap0s incorporagdo a vacuo de curcumina em diferentes
solucoes.

(A) (B) ©) (D)

A: ostras sem curcumina (controle), ostras incorporadas com: solugéo curcumina-
tween 80 (B), solucdo curcumina-etanol (C), solugdo curcumina-vinho branco
(D). Fonte: Autor (2017).

3.3.2 Determinacgdo dos parametros do processo de incorporacédo a
vacuo de curcumina em ostras

A partir do planejamento experimental do tipo 22 com 4 pontos
centrais e 4 pontos axiais, o efeito das condi¢des operacionais do processo
(presséo e tempo) na concentragdo de curcumina incorporada em ostras,
foi determinado, como mostrado na Tabela 3.4.
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Tabela 3.4 - Matriz do planejamento experimental com as respostas em termos
da concentragdo de curcumina incorporada.

P (mbar) t (min) [CUR] ua/g
-1 (50) -1(5) 9,62 + 0,66%"
-1 (50) +1 (15) 9,44 + 1,49%0

+1 (150) -1(5) 6,81 + 0,08?

+1 (150) +1 (15) 10,73 £ 0,87°¢

-1,41 (30) 0 (10) 8,97 £ 0,530

+1,41 (170) 0 (10) 8,19 + 1,772
0 (100) -1,41 (3) 9,16 + 0,972
0 (100) +1,41 (17) 13,23 £ 0,03°
0 (100) 0 (10) 6,89 + 0,44%0
0 (100) 0 (10) 8,38 £ 0,04%0
0 (100) 0 (10) 7,87 +£0,22%0
0 (100) 0 (10) 7,05+ 0,742

P: pressdo; t: tempo; [CUR]: concentracdo de curcumina. Os valores que
apresentam a mesma letra em uma mesma coluna nédo diferem estatisticamente a
um nivel de significancia de 5 %, pelo teste de Tukey. Fonte: Autor (2017).

A relacdo pressdo e tempo de vacuo no processo apresentou
diferenca significativa entre os tratamentos (p<0,05) para a concentracao
de curcumina incorporada nas ostras, sendo a maior concentragdo obtida
(13,23 pg/g) a pressao de 100 mbar e tempo de processo de 17 minutos.

A Figura 3.4, mostra os efeitos linear (L) e quadratico (Q) das
variaveis: pressdo e tempo de vacuo e suas interagdes sobre a
concentracao de curcumina incorporada em ostras. Assim, observa-se que
a variavel tempo de vacuo (L, Q) apresentou efeito positivo significativo
na concentracao de curcumina incorporada. O mesmo comportamento foi
relatado por Bellary et al. (2011) que exploraram o tratamento osmatico
como um método para infundir curcumindides em fatias de coco, e
constataram que o tempo afetou significativamente a concentracéo
impregnada, e a maior incorporacdo de curcuminoides foi alcangada com
solucdo ndo osmatica (0%).
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Figura 3.4 - Efeito das varidveis tempo e pressdo de vicuo na concentracdo de
curcumina incorporada em ostras através da analise de Pareto.

t (min) Q - _5,89-

t(min)L | 4,78

t (min) /
P(mbar) L [ 2,02

P(mbar) L [ -1,32
P(mbar)Q | 1,15

Fonte: Autor (2017).

Estimativa de efeito padronizado

A variavel pressdo de vacuo (L, Q) ndo teve efeito positivo
significativo na concentragdo de curcumina incorporada. Schmidt (2006),
no estudo da impregnac&o de solugéo salina em cortes de frango, verificou
gue a intensidade de vacuo (10 a 200 mmHg) ndo influenciou
significativamente o ganho de sal utilizando solugdo osmética de NaCl a
10%, houve aumento apenas no ganho de agua, nas menores pressoes.

A curva de contorno apresentada na Figura 3.5, mostra o efeito do
aumento da concentragdo de curcumina nas ostras com aumento da
pressdo de vacuo e tempos mais longos de processo, corroborado com as
maiores concentragdes de curcumina obtidas, a 100 mbar por 17 minutos
e 150 mbar por 15 minutos.
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Figura 3.5 - Concentragdo de curcumina em ostras em funcdo da pressdo e do
tempo de processo, curva de contorno.
18 - -

Tempo (minutos)
S =

=)

M - 16
15
[]=13
=11
40 80 120 160 -9

Pressdo (mbar) -7

Fonte: Autor (2017).

A partir dos resultados obtidos, optou-se pela pressdo de 200 mbar
e tempo de 20 minutos para as proximas etapas do estudo, por apresentar
melhor facilidade de trabalho.

3.3.3 Caracterizacao fisico-quimica das ostras apés a incorporagédo a
vacuo de curcumina

A Tabela 3.5, mostra que, imediatamente ap4s o processo, houve
decréscimo do pH das ostras em todos 0s tratamentos, quando comparada
a amostra controle, apresentando diferenca significativa entre o0s
tratamentos (p<0,05). A diminuigdo do pH das ostras estd associada ao
baixo pH da solugéo de curcumina usada (pH=3,40). N&o ha na literatura
relatos de estudos semelhantes. O valor encontrado para o pH das ostras
apos tratamento térmico (6,59) esta de acordo com o valor obtido por
Lima et al. (2016) para mexilhGes cozidos (6,50) e abaixo do valor obtido
por Soares et al. (2015) para ostras cozidas (6,71), assim o pH das ostras
é considerado aceitavel.

O conteido de umidade e aw das ostras apresentaram diferenca
significativa (p<0,05) entre as amostras submetidas a diferentes
condicBes de processo. A aw das ostras apds o processo de incorporagdo
aumentou, provavelmente devido ao preenchimento dos poros da ostra
pela solucdo ndo osmética de curcumina incorporada. A umidade
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apresentou valor médio de 80,04 %. Cruz-Romero et al. (2008) relataram
valores de umidade proximos a 84,00 % e aw de 0,988 para ostras tratadas
em alta pressdo. Soares et al. (2015) obtiveram valores médios de
umidade para ostras de 73,00 % e aw de 0,986, para ostras solubilizadas
em CO; previamente ao uso de atmosfera modificada (SGS). As
diferencas entre os valores do teor de umidade reportados na literatura e
no presente estudo se devem a variabilidade da amostra, e 0s processos
empregados. E desejavel que o processo nio altere a umidade das ostras,
pois a perda de agua esta relacionada com a maior rigidez do produto
(LIMA et al., 2016).

Os resultados da CRA de ostras submetidas & incorporacdo de
curcumina em diferentes pressdes e tempos, apresentaram variagao entre
os tratamentos (p<0,05), no entanto ndo foi observada maior perda de
4gua nas ostras ap0s aplicacdo de véacuo. E desejavel em produtos de
pescado alta retencdo de agua, porque resulta em melhores caracteristicas
de textura, suculéncia, cor e sabor. Os produtos com baixa capacidade de
retencdo acumulam exsudado que se tornam um critério de rejeicdo pelo
consumidor (SKIPNES et al., 2007).



Tabela 3.5 - pH, aw, umidade e CRA de ostras submetidas a incorporagédo a vacuo de curcumina.

. CRA (g H20
P(mbar) t(min) pH aw Urrg;iz;\de retida/g matéria
seca)

0* 0* 6,59 + 0,01? 0,983 + 0,0012° 81,66 + 0,362 2,49 +0,03%b¢
-1(50) -1(5) 6,52 £ 0,03%° 0,992 + 0,002¢ 80,60 + 0,8720¢ 2,08 £ 0,26%°
-1(50) +1(15) 6,49 + 0,03°¢ 0,994 + 0,001¢ 80,28 + 0,7230¢ 2,06 £ 0,13%0

+1(150) -1(5) 6,31 + 0,05¢ 0,989 + 0,002¢4 79,30 + 0,534 2,23 +£0,19%0¢
+1(150) +1(15) 6,29 + 0,03¢ 0,992 + 0,000¢ 78,10 + 0,37%¢ 2,02+0,16°
-1,41(30) 0(10) 6,30 + 0,04¢ 0,993 + 0,002¢ 81,29 +0,37P 2,60 + 0,09°
1,41(170) 0(10) 6,31+ 0,03¢ 0,992 + 0,003 79,00 + 0,98¢¢ 2,01+0,11°
0(100) -1,41(3) 6,45 = 0,02¢¢ 0,989 + 0,001 81,23 £ 0,78% 2,53 +0,11°¢
0(100) 1,41(17) 6,33 + 0,04¢ 0,990 + 0,001¢¢ 80,72 + 0,83%0¢ 2,32 +£0,14%b¢
0(100) 0(10) 6,39 + 0,05¢ 0,980 + 0,001? 76,82 + 0,32¢ 2,05 + 0,100
0(100) 0(10) 6,41 +0,03¢ 0,983 £ 0,001 79,05 + 0,330cde 2,17 £ 0,043b¢
0(100) 0(10) 6,42 + 0,06 0,985 + 0,0023¢ 80,96 + 0,69%0¢ 2,40 +0,0320¢
0(100) 0(10) 6,41 + 0,05 0,985 + 0,0043P¢ 79,84 + 0,160 2,11 +£0,11%b¢

Os valores que apresentam a mesma letra na coluna, ndo diferem estatisticamente a um nivel de significancia de 5%, pelo teste de
Tukey. *Tratamento controle: ostras apds tratamento térmico sem curcumina. Fonte: Autor (2017).
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A dureza do corpo e do musculo adutor das ostras ndo apresentou
diferenca significativa (p<0,05) em relacdo ao controle apds o processo
de incorporagdo a vacuo de curcumina nas diferentes pressfes estudas,
demonstrando-se que o processo ndo alterou a estrutura do alimento,
conforme a Tabela 3.6.

Tabela 3.6 - Propriedades mecéanicas de dureza do corpo e musculo adutor de
ostras apds tratamento térmico e incorporagdo a vacuo de curcumina.

. Dureza (N)

P (mbar) t(min) Corpo Musculo adutor
0* 0* 85,66 + 7,15% 121,96 +£11,582
-1(50) -1(5) 66,18 + 19,79° 145,32 + 45,60°
-1(50) 1(15) 70,24 £ 4,96* 105,04 £ 29,212
1(150) -1(5) 79,91 + 13,642 125,26 + 6,35?
1(150) 1(15) 82,37 £ 14,46° 93,49 £ 17,332
-1,41(30) 0(10) 88,89 + 24,922 110,89 + 15,06?
1,41(170) 0(10) 63,11 £ 12,45° 151,50 £ 25,262
0(100) -1,41(3) 73,85 + 13,56° 79,22 + 12,132

0(100) 1,41(17) 80,60 £ 6,42* 92,99 + 1,812
0(100) 0(10) 151,52 + 4,48° 245,00 + 1,96°
0(100) 0(10) 83,21 £ 22,42° 113,63 £ 26,65%
0(100) 0(10) 96,60 + 27,242 103,39 + 8,88?

0(100) 0(10) 70,90 + 14,952 89,19 £ 557*

Os valores na mesma coluna com letras iguais ndo diferem estatisticamente a um
nivel de significancia de 5%, pelo teste de Tukey. Tratamento controle: ostras
apos tratamento térmico sem curcumina. Fonte: Autor (2017).

A textura das ostras foi medida através da dureza do corpo e
musculo adutor, estando relacionada a quantidade de agua presente na
ostra. Quando comparada ao controle, ostras cozidas e incorporadas de
curcumina mostraram variacdo, sem apresentar um comportamento
definido.

3.4 Conclusdes

Curcumina foi incorporada nos poros das ostras usando pressdes
de vacuo. Solugdes curcumina-tween 80, curcumina-vinho branco e
curcumina-etanol foram utilizadas no processo de incorporacgdo a vacuo e
a solugdo curcumina-vinho branco tipo chardonnay resultou em ostras
visualmente semelhantes a amostra controle. A variavel tempo mostrou
efeito positivo significativo (L, Q) na concentragdo de curcumina
incorporada durante o processo e ndo houve efeito  significativo da
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pressdo. O pH das ostras contendo curcumina diminuiu e houve aumento
da aw, devido a incorporagdo da solucéo no interior dos poros da ostra, e
diferenca significativa na umidade e capacidade de retencdo de adgua. A
partir desses resultados, conclui-se que a curcumina pode ser incorporada
em ostras usando pressdes subatmosféricas.
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CAPITULO 4 - INFLUENCIA DA CONCENTRACAO DE
CURCUMINA NAS CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS E
MICROBIOLOGICAS DE OSTRAS (Crassostrea gigas)

Resumo

A curcumina é um composto polifendlico, que possui propriedades
benéficas a salide, com comprovada a¢do antimicrobiana. O objetivo do
presente estudo foi determinar o efeito da concentragdo de curcumina em
ostras para retardar o desenvolvimento de bactérias mesofilas e
psicrotroficas totais, e avaliar a influéncia nas caracteristicas fisico-
guimicas. Ostras ap0ds tratamento térmico foram imersas em uma solucéo
de curcumina-vinho branco tipo chardonnay (3,75% em &lcool) com
concentracdo inicial de 130 pg/mL, submetidas a pressdo de 200 mbar
(vacuo) por 20 minutos (4 °C), dispostas em bandejas de poliestireno com
absorvedor de umidade, revestidas de filme flexivel multicamada,
acondicionadas em ar sintético (20% O2/80% N), e armazenadas a 4 °C
por 14 dias. Houve mudancgas nas caracteristicas fisico-quimicas das
ostras apds 0 processo de incorporacdo a vacuo de curcumina. A
concentragdo de curcumina incorporada 27,30 pg/g, retardou o
desenvolvimento de bactérias mesofilas e psicrotréficas totais no periodo
analisado, e o odor caracteristico de ostras cozidas foi conservado,
corroborado com o baixo teor de bases volateis totais. Em termos
microbioldgicos a concentracdo de curcumina proporcionou aumento na
vida Util das ostras de 7 dias (sem curcumina) para 14 dias (com
curcumina). Os resultados obtidos mostram o potencial da curcumina
como agente antimicrobiano na conservacao de ostras.

Palavras-chave: ostras, curcumina, armazenamento.

Abstract

Curcumin is a polyphenolic compound, which has benefit health
properties and antimicrobial effect. The objective of the present study was
to determine the curcumin concentration on oysters to inhibit
development of total mesophilic and total psychrotrophic bacteria. Also,
was evaluated the influence of curcumin on the physicochemical
characteristics oysters. After heat treatment, shelled oysters were
immersed in solution of curcumin (130 pg/mL of solution)-chardonnay
white wine (3.75% in alcohol). Vacuum curcumin infusion in oysters was
performed at 200 mbar (vacuum) for 20 min at 4 °C, placed in polystyrene
package with moisture absorbent, coated with flexible multilayer film,
conditioned in synthetic  air (20% O2/80% N,) for 14 days, at 4
°C. Therewere changes onthe physicochemical
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characteristics of the oysters after the curcumin infusion by vacuum
process. 27.30 pg/g of samples of curcumin incorporated was enough to
inhibit the development of total mesophilic and total psychrotrophic
bacteria in oysters during stored period. Cooked oyster’s odor was
smelled agree with content of total volatile bases date obtained.
According with microbiological count curcumin incorporated in oysters
increased their shelf life from 7 (without curcumin) to 14™ days (with
curcumin). These results confirm antimicrobial effect of curcumin and the
possibility the application for conservation of oysters.

Keywords: oysters, curcumin, storage.

4.1 Introducéo

O consumo de ostras apresenta potencial para atender algumas das
necessidades nutricionais dos seres humanos, promovendo o
desenvolvimento econdmico da pesca (ASHIE et al., 1996). No entanto,
as ostras possuem curta vida Util, associada a altos niveis de nitrogénio
amoniaco livre, pH neutro e alta diversidade da microbiota, dominada por
bactérias psicrotréficas (MADIGAN et al., 2014; JAY, et al., 2005).

A curcumina é rica em composto fendlico, e tem aplicacdes em
alimentos como corante natural em fatias de coco, fatias de banana e peixe
defumado (BELLARY et al., 2016; KABA et al., 2016), como agente
antimicrobiano natural em cenouras minimamente processadas (SILVA
etal., 2017), contra patdégenos em carne moida (GUL; BAKHT, 2015), e
na inibicdo de Vibrio parahaemolytius em ostras (LIU et al., 2016).

Apesar do crescente interesse sobre a curcumina, as suas
aplicacdes préticas sdo limitadas devido a sua baixa solubilidade em dgua
e sensibilidade diante de condicGes alcalinas, tratamentos térmicos, luz,
entre outros (SURESH et al., 2007). O uso de pressdes de vacuo é uma
alternativa para a introducdo da curcumina na matriz alimentar, além de
proporcionar prote¢do do composto a luz.

O processo de incorporacdo de solutos a vacuo é uma tecnologia
ndo destrutiva que pode constituir-se em um novo método de
processamento na conservacdo das ostras, a incorpora¢do de compostos
bioativos além de melhorar as propriedades relacionadas a salde dos
consumidores podem facilitar a producdo de alimentos funcionais
(BETORET etal., 2015; RADZIEJEWSKA et al., 2014).

Assim, a incorporacdo de curcumina em ostras cozidas surgiu
como uma alternativa para aumentar o tempo de armazenamento das
ostras sob refrigeracdo. Portanto, o objetivo deste estudo foi determinar
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a concentracdo minima de curcumina para inibir o desenvolvimento de
mesofilos e psicrotroficos totais em ostras, e avaliar a influéncia da
concentragdo de curcumina nas caracteristicas fisico-quimicas e
microbioldgicas das ostras durante o periodo de estocagem sob
refrigeracéo.

4.2 Material e Métodos
4.2.1 Matéria-Prima

As ostras in natura utilizadas no presente estudo foram adquiridas
de um produtor local, no bairro Sambaqui, Florianopolis/SC, oriundas das
sementes doadas pelo Laboratério de Moluscos Marinhos da
Universidade Federal de Santa Catarina (LMM - UFSC).

4.2.2 Processamento de ostras e incorporacéo a vacuo de curcumina

As ostras foram lavadas em &gua corrente potavel para a remocéo
das sujidades presentes na superficie das conchas. Posteriormente, 7 kg
de ostras foram submetidas ao tratamento térmico em vapor fluente a 100
°C por 15 minutos (SOARES et al., 2015). Em seguida, foram resfriadas
a 4 °C por 10 minutos e desconchadas, seguido do acondicionamento a 4
°C por 2 horas, de acordo com o fluxograma mostrado na Figura 4.1.

A incorporacdo de curcumina nas ostras foi realizada em condicéao
subatmosférica a pressdo de 200 mbar por 20 minutos. O aparato
experimental (Figura 4.2) utilizado para incorporagdo de curcumina a
vacuo, é constituido de uma cdmara de aco inoxidavel em formato
cilindrico, com volume interno de 0,014 m3 no interior da camara
introduziu-se um béquer (2 L) contendo 800 g de ostras e a solugdo
curcumina-vinho branco tipo chardonnay (3,75% em alcool) com
concentracdo inicial de 130 pg de curcumina/mL de solucdo, na
propor¢do 1:1 (massa de ostra:massa de solucéao) a 4°C.

A camara foi conectada a uma bomba de vacuo (Vacuubrand, RZ
6, Alemanha) e a um trapping contendo esferas de silica gel. A
temperatura do processo de 4 °C foi mantida através da circulagéo de dgua
usando um banho termostatizado (Quimis, 6214m2, Brasil). No interior
da cAmara foi introduzido um termopar do tipo J (Ferro-constantan, Salvi
Casagrande, Brasil), um transdutor de presséo relativa (Velki, IT-TR, 4-
20 mA, Brasil) e um vacuémetro (Edwards, APG100-XM), conectados a
um sistema de aquisicdo de dados  (Agilent, Data
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Acquisition 34970A, EUA), acoplado em um computador que armazena
os dados através do software Benchlink Data Logger 3.0 (Agilent, 2009).

Ap0s o processo de incorporagdo a vacuo, 130,00 + 1,00 g de ostras
com e sem curcumina (ostras apés tratamento térmico), foram dispostas
em bandejas de poliestireno sem absorvedor e com absorvedor de
umidade, acondicionadas em embalagem de alta barreira, constituida de
poliamidas, polietileno e polietileno modificado, espessura de 90 pm e
taxa de permeabilidade ao Oz (0 % UR/23 °C) de 55 cc/m?/dia sob
condicdes atmosféricas (Spel Embalagens Ltda), e ar sintético (20%
0./80% N) (White Martins, Praxair INC), foi injetado com o uso de
seladora a vacuo (Selovac, 200b-Brasil). As ostras foram armazenadas
sob refrigeracéo a 4 °C.

Figura 4.1 - Fluxograma do processo de incorporagdo a vacuo de curcumina em
ostras.

Tratamento

. . térmico
Ostras in natura |::> Limpeza |::>
(Vapor a 100

°C/15 min)

&

Resfriamento

Resfriamento <::| Desconchamento <::|
o
BOD 4 °C/2 h Manual BOD 4 °C/10

<

Incoporacéo a Pesagem
vacuo de
curcumina [:> (130 g de ostras) [:> Armazenar:wento
(200 mbar/ 20 Envase BOD 4°C
min a 4 °C) (ar sintético)

Fonte: Autor (2017).
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Figura 4.2 - Aparato experimental para incorporagdo a vacuo de curcumina em
ostras.

Silica

Bomba de vacuo

Fonte: Adaptado de Lima (2014).
4.2.3 Caracterizacdo fisico-quimica das ostras

As propriedades fisico-quimicas pH, atividade de agua (aw),
umidade, analise do perfil de textura (TPA) e a perda de massa por
exsudacdo das ostras foram avaliadas ao longo de 11 dias de
armazenamento para ostras cozidas sem adi¢do de curcumina e ao longo
de 14 dias de armazenamento para ostras contendo curcumina (0, 4, 7, 11
e 14 dias). A capacidade de retencdo de 4gua (CRA) foi realizada ap6s o
tratamento térmico (ostras sem curcumina) e apds a incorporagdo a vacuo
de curcumina. Todas as analises foram realizadas em triplicata.

4.2.3.1 pH

O pH das ostras foi medido diretamente no alimento com um
pHmetro de sélidos (Testo 205) composto por uma sonda para medicdo
do pH e temperatura.

4.2.3.2 Atividade de agua

A atividade de &gua das ostras foi determinada por meio de um
higrémetro com controle interno de temperatura (Aqualab, Decagon
Devices). Apods a calibracdo do equipamento, 4,0 £ 0,5 g de amostra
triturada foram colocadas no aparelho e a leitura realizada a temperatura
de 25 °C.
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4.2.3.3 Umidade

O conteldo de umidade das ostras foi determinado conforme o
método 925.09 da AOAC, (2000), 5,0 £ 0,5 g de ostra foram colocadas
em capsulas de porcelana taradas previamente, aquecidas em estufa a 105
°C por 1 hora, resfriadas em dessecador até temperatura ambiente e
pesadas em balanca analitica (Marte, Ay220). Apés as capsulas foram
colocadas em estufa a 105 °C por 24 horas, resfriadas em dessecador até
temperatura ambiente, e novamente pesadas.

4.2.3.4 Capacidade de retencéo de 4gua (CRA)

A capacidade das ostras em reter sua agua de constituicdo apds o
processamento foi determinada utilizando um método descrito por
Desmond et al. (2000), modificado. 10,0 £ 0,5 g de ostras foram
envolvidas em gaze e centrifugadas em tubo de polipropileno de 50 mL
(contendo uma parcela de algodao ao fundo) a 7000 rpm por 10 minutos
e 3°C em ultra centrifuga. As amostras foram pesadas antes e ap0s a
centrifugacdo e a CRA foi calculada conforme a Equacéo 4.1:

_ (ma*xw)'(ma' md)

CRA:
m, ( 'Xw)

(4.1)

Onde, m, é a massa da amostra antes da centrifugacdo (g), md € a
massa da amostra ap6s a centrifugacdo (g), Xw é o teor de umidade da
amostra antes da centrifugacdo (g de agua/g de amostra) e CRA ¢ a
capacidade de retencéo de agua (g de 4gua/g de amostra seca).

4.2.3.5 Analise do perfil de textura (TPA)

A andlise do perfil de textura foi realizada com uma probe plana
circular de 50 mm de didmetro acoplada ao texturdmetro (Stable Micro
System, TA.XT2i, Inglaterra). Durante o ensaio, cinco ostras foram
comprimidas individualmente por duas vezes consecutivas até atingir
50% da sua altura a uma velocidade de 1 mm.s?, simulando-se o
movimento da mandibula durante a mastigacdo (BOURNE, 1982). A
partir da anélise das curvas de forga versus tempo fornecido pelo
equipamento foi possivel determinar a dureza das ostras (BOURNE,
2002). A média dos valores para cada amostra foi considerada para a
andlise estatistica.
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4.2.3.4 Perda de massa por exsudagéo

A perda de massa por exsudacdo foi determinada a partir do
método gravimétrico. Para cada ensaio, a massa da amostra e do exsudado
foram determinadas, e expressos em porcentagem (%), conforme
sugerido por (SIVERTSVIK & BIRKELAND, 2006; LIMA et al., 2016).

4.2.4 Determinacdo da concentracdo de curcumina nas ostras

A determinagdo da concentracdo de curcumina incorporada nas
ostras, foi realizada por extracdo alcodlica convencional do soluto, das
ostras. 8,0 £ 1,0 g de ostras inteiras foram imersas em 20 mL de etanol
P.A. (Neon, 99,8%), em um tubo falcon, ao abrigo da luz, a temperatura
ambiente (23 °C), por 5 horas, condi¢des estabelecidas em testes
experimentais preliminares. A solucdo de curcumina extraida das ostras
foi centrifugada (Quimis, Q222T) a 5000 rpm por 10 minutos e a
absorbancia foi determinada pela leitura do sobrenadante no
espectrofotdmetro (Quimis, Q898U2M5) a 425 nm e comparada com uma
curva de calibracdo previamente construida em triplicata. A curva de
calibragdo apresentou boa linearidade nas concentragdes de 0,90 a 7,30
pg de curcumina/mL de etanol, descrita pela equagdo y = 8,163x-0,593
(R2=0.9992), que corresponde a concentracdo de curcumina (ug/mL) e x
a absorbancia. A extracdo foi realizada ao longo de 14 dias de
armazenamento (0, 4, 7, 11 e 14 dias), em triplicata.

4.2.5 Caracterizacdo microestrutural: microscopia eletrénica de
varredura (MEV)

As microscopias das ostras com e sem curcumina foram realizadas
no Laboratorio Central de Microscopia (LCME), da Universidade Federal
de Santa Catarina (UFSC), através do microscopio eletrdnico de
varredura (JEOL JSM-6390LV, USA). As amostras foram cortadas em
laminas com auxilio de um bisturi, e liofilizadas (Liobras, Liotop L101,
Brasil) por 24 horas para retirada da umidade residual. Apos foram
coladas em stubs de metal, recobertas com ouro e realizada a visualizagao
das microscopias.
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4.2.6 Avaliagdo microbioldgica

A anélise de Vibrio spp. foi realizada para ostras in natura e ostras
cozidas com e sem curcumina, ap6s o processo. De acordo com 0 método
descrito em American Public Health Association (A.P.H.A.) (2001).

Anélise de Vibrio spp.

Cerca de 25,0 £ 0,5 g de ostras foram adicionadas em 225 mL de
agua salina peptonada (3% NaCl), seguido de agitacdo em Stomacher
(Intersciense) por 60 segundos. Em seguida realizou-se as dilui¢des em
Agua Salina Peptonada (3% NaCl), inoculando-se 1 mL das diferentes
diluicdes em tubos de agua peptona alcalina, incubados 35 + 2 °C/24
horas. Apds realizou-se estriamento em duplicata dos tubos turvos, em
placas com cerca de 15 a 20 mL de meio TCBS (Agar Tiossulfato Citrato
Bile Sacarose, Acumedia) solidificado. As placas foram incubadas
invertidas a 35 + 1 °C por 18-24 horas.

Ao completar 18 horas de incubacédo realizou-se a identificacdo
bioquimica de Vibrio parahaemolyticus. Para isso, isolou-se uma col6nia
verde da placa de TCBS e introduziu-se em agua salina peptona (3%
NaCl), de maneira a se obter uma suspenséo bacteriana com turvagéo
equivalente ao tubo 0,5 da escala Mac Farland. Inoculou-se 1 mL da
suspensdo em galerias de Bactray Il (microrganismos Gram negativos
oxidase negativa), e incubou-se por 18-24 horas a 35 + 1 °C. Apo6s
incubacdo, realizou-se a leitura das reagbes e a confirmacdo dos
resultados por meio do manual do fabricante.

Efeito de diferentes concentracdes de curcumina na inibicdo do
crescimento de mesofilos e psicrotroéficos totais em ostras

Para avaliar o efeito da concentragdo de curcumina no crescimento
microbiano, utilizaram-se trés condi¢fes de processo: 150 mbar por 5
minutos, 100 mbar por 17 minutos e 200 mbar por 20 minutos, O
processamento foi realizado conforme descrito no item 4.2.2. A
determinacdo da concentragdo de curcumina incorporada nas ostras, foi
realizada por extracdo alcoolica convencional do soluto (4.2.4). As
andlises microbiolégicas para contagem de bactérias mesofilas e
psicrotroficas totais foram realizadas nos dias 0, 3, 7, 10, 14 e 17 dias de
armazenamento para as ostras com curcumina. De acordo
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com os métodos descritos em American Public Health Association
(A.P.H.A)) (2001).

Contagem de Bactérias Aerobias Mesdfilas e Psicrotréficas Totais

A contagem de microrganismos mesofilos e psicrotréficos foi
realizado em meio de cultura Agar Padréo para contagem (Plate Count
Agar, Merck). Cerca de 25,0 + 0,5 g de ostras foram adicionados em 225
mL de &gua peptonada 0,1% seguido de agitacdo em Stomacher
(Intersciense) por 60 segundos. Em seguida 100 pL das diferentes
diluicbes, foram inoculados em superficie com cerca de 15 a 20 ml de
meio PCA solidificado, para contagem total de psicrotroficos, em
duplicata. As placas foram incubadas invertidas a 7 £ 1 °C por 10 dias.
Para a contagem selecionou-se as placas que apresentavam entre 10 e 300
colbnias e contou-se as com a ajuda de um contador de coldnias (Phoenix
Luferco).

Para mesdfilos 1 mL das diferentes diluicdes foram inoculados em
profundidade, em duplicata, apds verteu-se nas placas inoculadas, 12 a 15
mL de meio PCA, as placas foram incubadas invertidas a 35 £ 1 °C por
48 horas. Completado o tempo de incubacéo, selecionou-se as placas que
apresentavam entre 25 e 250 col6nias e contou-se com a ajuda de um
contador de coldnias (Phoenix Luferco).

4.2.7 Bases volateis totais (Nitrogénio basico volatil)

A analise de bases volateis totais foi realizada no Laboratério de
Anélises (LABCAL), no departamento de Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos (CAL), da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC),
para as amostras apés incorporacdo de curcumina (0 dias) e em 15 dias de
armazenamento a 4°C, por meio da metodologia LANARA, XI-5.

4.2.8 Composicdo gasosa

A composicdo gasosa no headspace das embalagens foi realizada
através da leitura das concentracfes de O, e CO. utilizando-se o
analisador de gases (CheckMate I, PBI Dansensor). As medicGes foram
feitas durante o armazenamento (0, 4, 7, 11 e 14 dias) para as amostras
com e sem curcumina, sendo realizadas de forma destrutiva a cada ponto
da analise, em triplicata.
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4.2.9 Analise estatistica

O tratamento estatistico dos dados obtidos foi realizado com
auxilio do software STATISTICA, versdo 10.0, através da analise de
variancia (ANOVA) e teste de Tukey a 95 % de confianca.

4.3 Resultados e Discussdo
4.3.1 Caracterizacdo fisico-quimica das ostras

Dois tipos de embalagens (bandejas de poliestireno) foram
utilizadas para acondicionamento das ostras com e sem curcumina. Um
tipo de embalagem sem absorvedor e um tipo contendo absorvedor de
umidade. Os resultados mostraram que o pH, atividade de agua (aw),
umidade, capacidade de retencdo de dgua, perda de massa por exsudacdo
e dureza das ostras durante 18 dias de armazenamento, ndo mostraram
diferencas significativas entre os tipos de embalagem utilizadas
(absorvente e ndo absorvente). Assim, optou-se por apresentar e discutir
0s resultados para ostras armazenadas em embalagem de poliestireno com
absorvedor de umidade. Entretanto, os dados de perda de massa por
exsudagdo sdo das amostras acondicionadas em embalagem ndo
absorvente.

As ostras in natura apresentaram pH de 6,58 + 0,07. Esse valor de
pH esta de acordo com o obtido por Soares et al. (2015) de 6,5 para ostras
da espécie Crassostrea gigas. Apds tratamento térmico houve diminuicéo
no pH das ostras (6,51), em relacdo a amostra in natura no tempo zero, e
decréscimo significativo durante o armazenamento (p<0,05), para as
ostras com e sem curcumina. O pH das ostras contendo curcumina variou
de 6,32 (dia zero) a 6,02 (14° dia), 0 menor valor inicial esta associado ao
baixo pH da solugdo de curcumina usada (pH=3,40), de acordo com 0s
resultados mostrados na Figura 4.3. Segundo Jay et al. (2005), pH acima
de 5,9 para moluscos é considerado adequado.

O pH de frutos do mar, incluindo moluscos é comumente utilizado
como indicativo de frescor. A fermentagdo bacteriana de carboidratos nos
frutos do mar leva a producéo de acidos organicos, que resulta em uma
reducdo no pH e, portanto, na qualidade do alimento. Assim, as variacdes
de pH em ostras sdo geralmente medidas para descrever sua deterioracao
microbiolégica (KHAN et al., 2005; CAO et al., 2009). Neste estudo, 0
pH das ostras cozidas com e sem curcumina
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estd dentro da faixa aceitdvel para consumo, no periodo de
armazenamento estudado.

Figura 4.3 - pH das ostras sem curcumina (SC) e contendo curcumina (CC)
durante 11 e 14 dias de armazenamento, respectivamente, a 4°C.
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Os valores que apresentam a mesma letra para SC e CC ndo diferem

estatisticamente a um nivel de significancia de 5 %, pelo teste de Tukey. Fonte:
Autor (2017).

Os valores de aw das ostras contendo curcumina nao apresentaram
diferenca significativa (p<0,05) durante o armazenamento e diferencga
significativa para as ostras sem curcumina. Os valores médios
encontrados para a aw das ostras foram: 0,989 + 0,002 para ostras in
natura, 0,984 + 0,001 para ostras sem curcumina e 0,988 + 0,002 para
ostras contendo curcumina. A ay das ostras com curcumina aumentou,
devido ao preenchimento dos poros da ostra pela solugdo ndo osmética de
curcumina incorporada. Todas as amostras apresentaram decréscimo
significativo (p<0,05) de umidade durante o armazenamento, devido &
perda de &gua das ostras ao longo do armazenamento e a variabilidade da
amostra, os resultados para aw e umidade sdo mostrados na Tabela 4.1. Os
valores de aw e umidade apresentados, mostram que as ostras estdo
classificadas como alimentos altamente susceptivel ao desenvolvimento
de microrganismos, uma vez gque a aw € a umidade podem influenciar as
taxas de reacdo de um produto.
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Tabela 4.1 - Atividade de agua e umidade das ostras CC e SC, durante o
armazenamento a 4°C.

t aw Umidade (%0)
(dias) sC cC sC cc
0 0.983£0.001° 098740002  80,65X0.71F  80,03£0.77°

4 0,983+0,002*°  0,989+0,00128  77,55+0,47°  79,12+0,742°

7 0,984+0,001*°  0,989+0,0028¢  77,35+0,68"° 77,92+0,60¢

11 0,985+0,001° 0,989+0,0022  77.4440,71°  78,25+0,67°°

14 - 0,988+0,0022 - 77,5240,21°
Os valores que apresentam a mesma letra em uma mesma coluna ndo diferem
estatisticamente a um nivel de significancia de 5 %, pelo teste de Tukey. Fonte:
Autor (2017).

O maior indice da CRA (2,22 g de agua retida por g de matéria
seca) foi das amostras de ostras sem curcumina. Para as amostras com
curcumina, o indice foi de 2,19 g de agua retida por g de matéria seca,
ambos no tempo inicial, evidenciando que o processo de vacuo nao
provocou maior perda de gua das ostras, como mostrado na Figura 4.4,
Uma das propriedades mais importantes da carne para a inddstria é a
retencdo do conteldo de agua, pelo alimento, pois o0 exsudado provoca
perda de nutrientes e rejeicdo pelo consumidor devido ao liquido exposto
no interior das embalagens (ANDERSEN, 2000; JEREMIAH, 2001;
MASNIYOM et al., 2011).

Figura 4.4 - Perda de massa por exsudacéao de ostras SC e CC durante 18 dias de
armazenamento (4 °C).
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Os valores que apresentam a mesma letra para SC, CC ndo diferem
estatisticamente a um nivel de significancia de 5 %, pelo teste de Tukey. Fonte:
Autor (2017).

A Figura 4.4 apresentou o comportamento da perda de massa por
exsudacdo das ostras com e sem curcumina. Observa-se um aumento
significativo (p<0,05) da perda de massa durante 0 armazenamento para
ostras sem curcumina, de 2,22 % (4 dias) para 5,74 % (18 dias). Resultado
semelhante foi encontrado por Lima et al. (2016), mostrando aumento do
exsudado de 3,28 % (4 dias) para 5,78 % (25 dias), em mexilhdo Perna
perna ap6s tratamento térmico (a vapor 100 °C durante 6 min),
armazenados a 3 °C. Para ostras contendo curcumina néo houve diferenga
significativa (p<0,05) durante o armazenamento, com exsudado de 6,24
% (4 dias) a 7,23 % (18 dias).

Conforme Griffin et al. (1982) carnes expostas a 2 °C apresentaram
menor perda de liquido (p<0,05) em relagdo a 7 °C. Entretanto, em ambas
as temperaturas, foi verificado o aumento da exsudacdo com o aumento
do tempo, condizente com os resultados deste experimento, e de acordo
com o estudo de Meischke-Hertog et al. (1998). Kim et al. (2013) mostrou
aumento da exsudagdo (2,10 para 3 %) com o tempo de armazenamento
em carne suina refrigerada a 1 °C durante 7 dias. O maior teor de
exsudado mostrado no presente estudo evidencia a necessidade do uso de
embalagens absorventes.

A degradacdo da estrutura muscular dos moluscos, causada pela
combinagdo da atividade microbiana e enzimas enddgenas proteinases,
gue causam a secre¢do de vérias enzimas hidroliticas estd relacionada
com a perda de agua desses produtos para o0 meio externo (MASNIYOM
et al.,, 2011, LIMA et al., 2016). Nas embalagens ndo absorventes a
presencga do exsudado pode ser observada (Figura 4.5) para as amostras
sem curcumina ao longo do tempo.
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Figura 4.5 - Ostras SC e CC durante 18 dias de armazenamento a 4 °C em
embalagens ndo absorventes.

Tempo 3 dias. Tempo 10 dias. Tempo 15 dias. Tempo 18 dias.

= / : =
*Parte superior da figura ostras CC, e inferior SC. Fonte: Autor (2017).
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O exsudado é um parametro de rejeicdo do produto pelo
consumidor, por isso a utilizagdo de embalagens absorventes é uma
alternativa para minimizar este problema. A Figura 4.6 mostra as ostras
armazenadas em embalagens de poliestireno absorventes, onde nédo é
observada a presenca do exsudado.

Figura 4.6 - Ostras SC e CC durante 7 e 14 dias de armazenamento,
respectivamente, a 4°C em bandejas absorventes.

CC

Fonte: Autor (2017).

A dureza do corpo das ostras com e sem curcumina apresentou
valores médios de 75,15 + 6,53 N e 67,35 £ 6,46 N, respectivamente,
durante 0 armazenamento. A textura é um dos fatores sensoriais que
determinam a aceitabilidade de um alimento pelos consumidores
(BOURNE, 1982). Neste estudo, demonstrou-se que 0 processo de vacuo
na incorporacdo de curcumina néo influenciou na textura das ostras.
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4.3.2 Concentracdo de curcumina incorporada em ostras

De acordo com a Tabela 4.2, a concentragdo de curcumina em
ostras ndo mostrou diferenca significativa (p<0,05) até o 7° dia de
armazenamento. Nos dias posteriores de armazenamento houve
diminuicdo da concentracdo de curcumina extraida das ostras. Como o
exsudado ndo apresentou a presenca de curcumina, a perda gradativa ao
longo do armazenamento pode ser atribuida a degradacédo pela luz, uma
vez que a curcumina é um pigmento fotossensivel (IRWING et al., 2011).

Bellary et al. (2016) mostraram degradacdo de curcumindides
influenciada pelos materiais de embalagens quando incorporados em
fatias de coco e banana desidratadas. As maiores taxas de degradagéo
foram observadas para embalagens de polipropileno (PP) e polietileno
tereftalato (PET)/polietileno de baixa densidade (PEBD) em relacéo a
embalagem composta com PET/PEBD metalizado, durante 90 dias de
armazenamento a temperatura ambiente.

Tabela 4.2 - Concentragdo de curcumina em ostras ap0s incorporagao a vacuo
durante 14 dias de armazenamento a 4 °C.

Tempo (dias) [CUR] ug/g
0 31,01 + 3,842
4 27,12 + 3,623P
7 30,36 + 3,052
11 24,92 + 2,24°
14 25,49 +£2,77°

Os valores que apresentam a mesma letra em uma mesma coluna ndo diferem
estatisticamente a um nivel de significancia de 5 %, pelo teste de Tukey. Fonte:
Autor (2017).

A diferenca global da cor mostrou que as ostras com curcumina
(2,81) ndo apresentaram diferenca significativa (p<0,05) em relacdo ao
controle sem curcumina (2,13). Resultados confirmados pela coloragdo
visual na superficie das ostras (Figura 4.6), evidenciando-se que a
incorporacéo ocorreu no interior dos poros.

4.3.3 Caracterizagdo microestrutural: microscopia eletrénica de
varredura (MEV)

A incorporacdo de compostos ativos a vacuo é aplicada em
alimentos porosos, assim para visualizar a estrutura interna das ostras
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com e sem curcumina com maiores detalhes, utilizou-se as micrografias
obtidas por MEV. A Figura 4.7, mostra que ostras sem curcumina
apresentam estrutura composta por uma matriz porosa com espagos
vazios e uma rede de capilares que permitem a retencdo de agua,
semelhante ao mostrado por Lima et al. (2014) para a microestrutura do
manto de mexilhdes cozidos.

A microestrutura de ostras com curcumina apresenta semelhanca
com a amostra sem curcumina (Figura 4.7). Entretanto observa-se que a
matriz porosa apresenta inchaco, consequente do ganho de massa pelo
preenchimento dos poros com a solugdo curcumina-vinho branco. O
mesmo comportamento foi descrito por Tribuzi et al. (2014) para
mexilhdes tratados com solucdo osmotica de NaCl a 5 %.

Figura 4.7 - Microestruturas de ostras com e sem incorporacgao de curcumina, com
aumento (A) de 100 x e (B) de 300 x.
A ) »)
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Fonte: Autor (2017).
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4.3.4 Avaliagdo microbiol6gica
Presenca de vibrio spp.

Ostras in natura do presente estudo apresentaram crescimento de
colonias suspeitas para V. parahaemolyticus (colonias verdes) e V.
cholerae (colonias amarelas), nas diluicdes 101, 102 e 103, A presenca
de V. parahaemolyticus em ostras in natura, na diluicdo 10%, foi
confirmada com uso do Kit Bactray Il. No entanto, o Vibrio spp. foi
eliminado pelo tratamento térmico aplicado para a aberturas das conchas
das ostras. Nao houve crescimento de coldnias nas placas de TCBS para
ostras com e sem curcumina. Resultado semelhante foi descrito por
Soares et al (2015) que mostraram eliminacdo de Vibrio spp com o
tratamento térmico de 100 °C por 10 minutos em ostras. De acordo com
Andrews et al. (2000) a temperatura de pasteurizacdo de 50 °C por 10
minutos aplicada em ostras foi suficiente para reduziu V.
parahaemolyticus e vulnificus para um nivel ndo detectavel.

A eliminacéo de Vibrio spp. é necesséria para garantir a segurancga
dos consumidores de ostras, porque diferentes espécies do género Vibrio
podem estar presentes em moluscos crus ou submetidos & cocgdo
insuficiente. Vibrio parahaemolyticus é documentado como a principal
fonte de gastroenterite aguda em humanos (THOMPSON, IIDA e
SWINGS, 2004; SILVA et al. 2017).

Influéncia das concentragfes de curcumina na inibicdo do
crescimento de bactérias mesofilas e psicrotroficas totais em ostras

As concentragbes de curcumina incorporadas em ostras a
diferentes pressdes e tempos de vacuo sdo mostradas na Tabela 4.3.

Tabela 4.3 - Concentragdo de curcumina incorporada a vacuo em ostras.

P (mbar) t (minutos) [CUR] ug/g
150 5 6,25+ 0,76
100 17 13,12 +£1,30
200 20 26,45 + 1,27

Fonte: Autor (2017).

Ostras in natura apresentaram contagem inicial de 2,90 Log
UFC.g* para mesofilos e 2,40 Log UFC.g! para psicrotréficos. O
tratamento térmico reduziu a contagem de mesotfilos para 2,05 Log
UFC.g! e inativou os microrganismos psicrotroficos.
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Soares et al. (2015) mostraram reducdo na contagem de
microrganismos mesdfilos (3,92 para 1,40 Log UFC.g?) e psicrotréficos
(3,99 para 1,40 Log UFC.g') com a aplicacéo do tratamento térmico de
100 °C por 10 minutos, em ostras da mesma espécie. O mesmo tratamento
foi aplicado em mexilhdes por 6 minutos, com reducéo de psicrotroficos
de 3 para <1 ciclo logaritmico (LIMA et al., 2016).

A curcumina presente nas ostras retardou o desenvolvimento de
bactérias mesofilas e psicrotroficas totais em todas as concentracdes
utilizadas (26, 13 e 6 pg/g de ostra), com maior eficiéncia para maior
concentracgdo de curcumina incorporada 26,45 pug/g de ostra. Observa-se
0 aumento da contagem durante o armazenamento, entretanto observa-se
gue a presenca de curcumina nas ostras apresentou relacdo direta com a
inibicdo do crescimento microbiano, Figuras 4.8 e 4.9.

Figura 4.8 - Contagem microbioldgica de bactérias mesofilas totais para ostras
CC durante 17 dias de armazenamento a 4°C.
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Figura 4.9 - Contagem microbiol6gica de bactérias psicrotréficas totais para
ostras CC durante 17 dias de armazenamento a 4 °C.
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O aumento na contagem de psicrotréficos iniciou a partir do sétimo
dia de armazenamento, resultado importante para a qualidade do produto,
pois as bactérias psicrotroficas, sdo indicadores do processo de
deterioragdo do alimento (MOL et al., 2007).

A partir desses resultados, a concentracdo de 26,45 pg de
curcumina/g de ostra foi utilizada nos demais experimentos a pressao de
vacuo de 200 mbar por 20 minutos.

As Figuras 4.10 e 4.12 mostram o comportamento das bactérias
mesofilas e psicrotroficas totais, respectivamente, de ostras com e sem
curcumina durante todo o armazenamento. A concentracdo média de
curcumina incorporada nas ostras durante 0 armazenamento foi de 27,30
+ 2,75 ug/g de ostra.

A contagem de mesofilos para ostras contendo curcumina
aumentou de 1,70 log UFC.g* para 4,40 log UFC.g* durante o periodo
de armazenamento, mas o desenvolvimento foi menos pronunciado que
as amostras sem curcumina em todo o periodo analisado. No 10° dia de
estocagem a contagem de mesofilos de ostras sem curcumina era de 6,43
log UFC.g! e para ostras contendo curcumina de 3,17 log UFC.g?,
mostrando o efeito inibidor da curcumina no desenvolvimento de
bactérias mesdfilas (Figura 4.10).
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Figura 4.10 - Contagem microbioldgica de bactérias mesofilas totais para ostras
SC e CC durante 10 e 14 dias de armazenamento, respectivamente, a 4 °C.
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Ostras cozidas sem curcumina foram consideradas imprdprias para
consumo a partir do décimo dia porque a contagem de mesofilos foi
superior a 6 ciclos logaritmicos corroborado pelo surgimento de odores
caracteristicos a produtos a base de pescados deteriorados. Este aumento
no crescimento microbiano esta em acordo com a composicdo gasosa no
headspace da embalagem (Figuras 4.13 e 4.14) onde foi possivel observar
uma reducdo nos niveis de O e aumento significativo da concentracdo de
CO- do tempo 7 para 10 dias. Na Figura 4.11 é mostrada a diferenca na
aparéncia de ostras armazenadas logo apds o tratamento térmico e ostras
apos o 10° dia de armazenamento.

Em produtos de pescado, a contagem de meso6filos para rejeico
sensorial é de 7-8 logs UFC.g* e o limite de aceitabilidade é de 6 log
UFC.g* para bactérias aerébias mesofilas. Contagem de bactérias
mesofilas e psicrotréficas fornecem melhores resultados sobre o
mecanismo de deterioragdo do pescado (MOL et al., 2007).
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Ap06s tratamento térmico 10° dia de armazenamento
Fonte: Autor (2017).

O tratamento térmico inativou as bactérias psicrotroficas totais no
tempo inicial, com crescimento a partir do sétimo dia de armazenamento.
A incorporacdo de curcumina em ostras foi efetiva para retardar o
desenvolvimento de bactérias psicrotréficas quando comparada a amostra
sem curcumina (Figura 4.12).

Figura 4.12 - Contagem microbiol6gica de bactérias psicrotréficas totais para
ostras SC e CC durante 10 e 14 dias de armazenamento, respectivamente, a 4 °C.
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Fonte: Autor (2017).

Silva et al. (2017) avaliaram a atividade antimicrobiana de
microcristais de curcumina em cenoura minimamente processada, com
concentracgdo de 1,3 £ 0,6 mg curcumina/g cenoura. Os microcristais de
curcumina reduziram significativamente a contagem de microrganismos
psicrotréficos e mesofilos totais durante 15 dias de armazenamento.
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A contagem de bactérias mesofilas e psicrotroficas totais é um
pardmetro importante para determinar a vida Util de ostras. O tratamento
térmico combinado com a incorporagdo de curcumina em ostras retardou
0 desenvolvimento microbiano, mantendo as ostras proprias para
consumo durante 14 dias de armazenamento a temperatura de
refrigeracédo (4 °C).

A concentracdo de CO2 aumentou significativamente (p<0,05) no
headspace da embalagem ao longo do armazenamento para as ostras com
e sem curcumina, corroborado com a composic¢do de O2, que mostrou
reducdo significativa (p<0,05) para ambos os tratamentos. O aumento do
CO32 no 10° dia (Figura 4.13) coincide com aumento da contagem da carga
microbiana. O uso de curcumina e baixas temperaturas como meio para
aumentar o tempo de conservacdo de ostras foi obtido devido o
desenvolvimento desacelerado dos microrganismos da classe dos
mesofilos e psicrotréficos. Embora, a refrigeragdo seja 0 meio mais
utilizado e recomendado para retardar desenvolvimento microbiano de
produtos carneos frescos e processados, a diversidade de organismos
presentes e a riqueza de substratos podem contribuir para a deteriora¢do
da carne em condicbes apropriadas. As bactérias psicrotroficas se
desenvolvem a temperatura de refrigeracdo. Pertencem a classe dos gram
positivos, bactérias acidos laticas, e bactérias gram negativas, como
Pseudomonas spp. e Enterobacteriaceae. As espécies de Pseudomonas
estdo particularmente envolvidas na deterioracdo de produtos carneos
armazenados & baixas temperaturas. No presente trabalho, a presenca de
curcumina nas ostras favoreceu a estocagem do produto a baixas
temperaturas por 14 dias.
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Figura 4.13 - Evolucdo da composi¢do de CO, no headspace das embalagens
contendo ostras SC e CC durante 10 e 14 dias de armazenamento,
respectivamente, a 4 °C.
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Os valores que apresentam a mesma letra para SC, CC ndo diferem

estatisticamente a um nivel de significancia de 5 %, pelo teste de Tukey. Fonte:
Autor (2017).

Figura 4.14 - Evolucdo da composicdo de O, no headspace das embalagens
contendo ostras SC e CC durante 10 e 14 dias de armazenamento,
respectivamente, a 4 °C.
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estatisticamente a um nivel de significancia de 5 %, pelo teste de Tukey. Fonte:
Autor (2017).
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Além do pH, as bases volateis totais também sdo usadas para
quantificar a formacdo de compostos de degradacdo em moluscos e
podem avaliar seu grau de conservacdo. De acordo com Soares e
Gongcalves (2012), as bases volateis totais representam o conjunto das
bases nitrogenadas, como amonia, trimetilamina, dimetilamina,
monometilamina, putrescina, cadaveriana e espermidina, normalmente
presentes em pescado em processo de deterioracdo. Segundo Jesus et al.
(2001) o nitrogénio das bases volateis totais (N-BVT) tem sido utilizado
para estimar objetivamente o grau de frescor de pescados e moluscos. Os
valores aumentam com aumento da contagem microbiana.

Neste trabalho ostras contendo curcumina apresentaram um teor de
5,82 mg N-BVT/100 g imediatamente apds o processo de incorporacéo
de curcumina (dia zero) e de 9,98 mg N-BVT/100 g no 15° dia de
estocagem. O limite estabelecido pela legislacdo brasileira para o pescado
e produtos derivados é de 30 mg N-BVT/100 g (BRASIL, 1997). Desta
forma as ostras contendo curcumina estdo dentro do limite estabelecido
pela legislacdo e proprias para o consumo durante 15 dias de
armazenamento. O mesmo comportamento foi observado por Liu et al.
(2016) que estudou o efeito da ativacdo fotodindmica mediada pela
curcumina na vida Gtil e qualidade de ostras e relatou prolongamento de
8 para 12 dias na vida util de ostras apos o tratamento fotodindmico,
retencdo notavel de odor e menos substancias produtoras de off odor
guando comparadas ao grupo controle, com valor inicial de N-BVT de
3,61 mg/100 g. Cao et al. (2017) mostraram valor inicial de N-BVT de
4,19 e 18,28 mg/100 g (12 dias) em ostras Crassostrea gigas tratadas sob
alta pressdo. Lannelongue et al. (1982) listaram os seguintes valores (mg
por 100 g N-BVT) para diferentes graus de frescor dos peixes: < 12, peixe
fresco; 12-20, comestivel com apenas leve decomposicdo; 20-25 limite, e
> 25, ndo comestiveis e decompostos, assim, ostras com curcumina do
presente estudo sdo consideradas frescas.

4.4 Conclusoes

A incorporagdo de curcumina em ostras cozidas foi mais eficaz a
pressdo de vacuo de 200 mbar e 20 minutos de processo usando uma
solugdo curcumina-vinho branco tipo chardonnay contendo 3,75% de
alcool. A microestrutura das ostras mostrou que a curcumina foi
incorporada na estrutura interna das ostras com a aplicacdo de pressdes
subatmosféricas (vacuo). Nessa condicdo a concentracdo de curcumina
incorporada foi de 27,30 pg/g de amostra. As propriedades fisico-
guimicas das ostras com curcumina mostraram decréscimo do pH ao



87

longo do armazenamento, mas manteve-se as bases volateis de acordo
com os padrdes de frescor estabelecidos para pescados e moluscos. Das
concentragBes estudadas, 27,30 pg de curcumina/g de amostra foi
eficiente para aumentar o tempo de armazenamento das ostras de 7 dias
apos tratamento térmico para 14 dias apOs incorporacdo a vacuo de
curcumina nas ostras.
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CAPITULO 5. CONSIDERACOES FINAIS
5.1 Conclusdes

O uso de pressdes subatmosféricas foi eficaz na incorporacao de
curcumina em ostras. Resultados corroborados pelo aumento da atividade
de agua das ostras apds 0 processo.

A solugcdo de curcumina em vinho branco tipo chardonnay
proporcionou melhor incorporacao e distribuicdo da curcumina nos poros
das ostras, mostrado pela coloracdo das ostras semelhante a amostra
controle (sem incorporagdo de curcumina).

O delineamento experimental foi a ferramenta utilizada para
avaliar a influéncia do processo da pressdao e tempo de vacuo na
concentracdo de curcumina incorporada nas ostras. A variavel tempo
apresentou efeito positivo significativo no aumento da concentragdo de
curcumina sem efeito da pressdo. A estrutura corpérea das ostras é
composta de poros, por isso ndo é necessaria a utilizacdo de alto vacuo
para introducéo do composto de interesse.

O tratamento térmico a 100 °C por 15 minutos eliminou Vibrios
spp. de ostras (Crassostrea gigas).

A concentracdo de curcumina de 27,30 pg/g de amostra foi a que
resultou em maior inibicdo do desenvolvimento de bactérias mesofilas e
psicrotroficas totais.

Durante 14 dias de armazenamento as ostras apresentaram odor
caracteristico de ostras cozidas, em conformidade com os valores de bases
volateis totais, inferiores a0 maximo permitido pela legislacdo.

5.2 Sugestdes para trabalhos futuros

- Realizar andlise sensorial de aceitacdo e intencdo de compra de ostras
com solugdo de curcumina em vinho branco chardonnay.

- Avaliar o uso de tratamentos combinados para infusdo de curcumina em
ostras, ultrassom e vacuo.

- Avaliar a cinética de incorporacdo a vacuo de curcumina em ostras
(ganho de &gua, ganho de massa e ganho de curcumina).

- Estudar técnicas de incorporacdo de microparticulas de curcumina em
ostras para melhorar a solubilidade em &gua.

- Estudar a aplicacdo de tratamento ndo térmico em ostras, uso de
fotoativagdo da curcumina para inibicdo do desenvolvimento microbiano.
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- Avaliar o efeito in vivo e in vitro da curcumina sob microrganismos
presentes em ostras.



