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Resumo

O objetivo desse estudo foi avaliar a incorporacdo de acidos graxos poli-insaturados e
conjugados nos filés de tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus), especificamente o &cido alfa-
linolénico (LNA) da série 6mega-3 e os isdbmeros dos &cidos linoleico conjugado (CLA) e
linolénico conjugado (CLnA), por meio da suplementacdo da dieta fornecida aos peixes com
oleo de chia (fonte do LNA), concentrado de CLA (fonte dos isdmeros do CLA) e 0leo de
tungue (fonte dos isdmeros do CLnA). Além disso, a capacidade antioxidante dos filés de tilapia
resultantes da alimentacdo com racdo suplementada contendo substancias que apresentam
propriedade antioxidante, como a vitamina E, selénio e extrato etanolico de residuo de acerola,
também foi avaliada. O experimento foi realizado no laboratorio de Quimica de Alimentos,
Departamento de Quimica, da Universidade Estadual de Maringa, no periodo de setembro a
dezembro de 2012. Um total de 240 tilapias foram distribuidas em trés tanques plasticos com
fluxo continuo de &gua e oxigenacdo constante. As tilapias passaram 30 dias em adaptacdo
recebendo a racdo Controle, contendo dleo de girassol como fonte lipidica, para a obtencao do
tempo zero (0 dias de suplementacdo). Apds esse periodo foram incluidos separadamente os
diferentes tratamentos: Tratamento | (6leo de chia + dleo de tungue + CLA + vitamina E),
Tratamento Il (6leo de chia + 6leo de tungue + CLA + vitamina E + selénio) e Tratamento 1|
(6leo de girassol + extrato etandlico de residuo de acerola) ao longo de 60 dias de experimento.
Novas amostragens foram realizadas nos periodos de 15, 30, 45 e 60 dias de suplementac&o,
coletando-se 15 peixes/tanque. Foram avaliadas a composi¢do proximal e em acidos graxos de
todas as ragdes desenvolvidas, bem como a capacidade antioxidante das mesmas. Nos filés das
tilapias dos diferentes tratamentos foram identificados e quantificados os acidos graxos em
todos os periodos de suplementacéo (0, 15, 30, 45 e 60 dias) e também avaliada a capacidade

antioxidante por meio dos ensaios DPPH, FRAP, ABTS e ORACkL. Ndo houve diferenca



significativa (p>0,05) entre as racOes para o0s resultados de composicdo proximal. A
composicdo em &cidos graxos das racGes confirmou a transferéncia dos acidos graxos de
interesse, LNA e isdmeros do CLA e CLnA, nas racdes Tl e TIl e também alta quantidade de
acido linoleico (LA) nas ragdes Controle e TIII, proveniente do dleo de girassol. Os ensaios de
capacidade antioxidante indicaram maiores resultados nas racGes Tl e TIIl e mostraram a
superioridade de contribuicdo dos antioxidantes hidrofilicos na capacidade antioxidante total
(CAT) das racdes. Nos filés dos Tratamentos | e Il, foi observado um aumento de
aproximadamente 3 vezes no teor de LNA, devido a adi¢do de 0leo de chia a essas racdes. A
inclusdo de concentrado de CLA as racdes Tl e TII resultou na incorporacdo dos isbmeros
18:2c9, t11 e 18:2t10, c12 nos filés das tilapias em niveis superiores aos encontrados
naturalmente em produtos lacteos e carne de ruminantes. Foi verificada a incorporacdo dos
acidos linolénico conjugados nos filés dos Tratamentos | e II, com predominancia de
transferéncia do isdmero alfa-ESA (acido alfa-eleostearico), proveniente do 6leo de tungue
adicionado as racGes Tl e TII. Nos filés do Tratamento 111 foi observada a ocorréncia em altos
niveis do LA e também do acido araquiddnico (AA), importante acido graxo poli-insaturado de
cadeia longa (AGPI-CL). A aplicacdo dos ensaios de determinagdo da capacidade antioxidante
nas amostras de filé confirmou a superioridade das ra¢Ges Tl e TIHI na contribui¢cdo do
melhoramento da capacidade antioxidante da carne do pescado. Dessa forma, a suplementacéo
mostrou-se uma boa opcao para melhorar o valor nutricional do filé do pescado, contribuindo
para o enriquecimento da composicdo lipidica e da capacidade antioxidante do mesmo,

promovendo um melhor produto para o consumo humano.

Palavras-chave: Tilapia. Omega-3. Acidos graxos conjugados. Capacidade antioxidante.



Abstract

The aim of this study was to evaluate the incorporation of polyunsaturated and conjugated fatty
acids in tilapia fillets (Oreochromis niloticus), specifically alpha-linolenic acid (LNA) from the
omega-3 series and isomers of conjugated linoleic acid (CLA) and conjugated linolenic acid
(CLnA), through the supplementation of tilapia diet with chia oil (a source of LNA),
concentrated of CLA (a source of CLA isomers) and tung oil (a source of CLnA isomers).
Furthermore, the antioxidant capacity in tilapia fillets resulting from supplemented feeding diet
containing substances which have antioxidant properties such as vitamin E, selenium and
ethanolic extract of acerola fruit residue, was also evaluated. The experiment was conducted in
the laboratory of Food Chemistry, Department of Chemistry of State University of Maringa,
from September to December 2012. A total of 240 Nile tilapia were divided into three plastic
tanks with continuous water flow and constant oxygenation. The fish spent 30 days in
adaptation receiving the Control diet containing sunflower oil as the lipid source in order to
obtain the zero time sample (0 days of supplementation). After this period, the different
treatments were included separately: Treatment | (chia oil + tung oil + CLA + vitamin E),
Treatment 11 (chia oil + tung oil + CLA + vitamin E + selenium) and Treatment 111 (sunflower
oil + ethanolic extract of acerola fruit residue) during 60 days of experiment. New samples were
taken at 15, 30, 45 and 60 days of supplementation, by collecting 15 fish/tank. The proximate
and fatty acid compositions of all developed diets were evaluated, as well as the antioxidant
capacity. In tilapia fillets from the different treatments, the fatty acids were identified and
quantified in all periods of supplementation (0, 15, 30, 45 and 60 days) and the antioxidant
capacity was also evaluated through the employment of DPPH, FRAP, ABTS and ORACr_
assays. There was no significant difference (p>0.05) among the diets for the results of proximate

composition. The fatty acid composition of the diets confirmed the transfer of the interest fatty



acids, LNA and the isomers of CLA and CLnA, to Tl and TII diets, as well as high amounts of
linoleic acid (LA) in the Control and T11I diets, coming from the sunflower oil. The antioxidant
capacity assays indicated better results in TI and TII diets, and also showed the superiority of
contribution of hydrophilic antioxidants in the total antioxidant capacity (TAC) of the diets. In
fillets from the Treatments | and Il were observed an increase of about 3 times in the content of
LNA due to the addition of chia oil to these diets. The inclusion of concentrated of CLA to Tl
and TII diets resulted in the incorporation of the 18:2¢9, t11 and 18:2t10, c12 isomers in tilapia
fillets at higher levels than found naturally in dairy products and in meat from ruminant animals.
The incorporation of conjugated linolenic acids was observed in fillets from the Treatments |
and 11, with a predominance of the alpha-ESA (alpha-eleostearic acid) isomer transfer, derived
from tung oil added to the TI and TII diets. In fillets from the Treatment Il1, high levels of LA
and arachidonic acid (AA), an important polyunsaturated long chain fatty acid (PUFA-LC),
were verified. The application of the antioxidant capacity assays in fillet samples confirmed the
superiority of Tl and TIII diets in improving the antioxidant capacity of the fish. Thus,
supplementation showed to be a good option for improving the nutritional value of fish fillet,
contributing to the enrichment of lipid composition and antioxidant capacity of it, promoting a

better product for human consumption.

Keywords: Tilapia. Omega-3. Conjugated fatty acids. Antioxidant capacity.
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1. Introducéo

Entre os setores da producdo animal, a aquicultura € o que se expande mais rapidamente,
respondendo pela producéo de aproximadamente 50% dos peixes consumidos no mundo (FAO,
2012). Nesse contexto, o Brasil se destaca como um dos paises com maior potencial para o
crescimento da aquicultura, visto que a producdo aquicola nacional foi de 479.399 t no ano de
2010 (MPA, 2012).

No Brasil, a tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus), originaria da Africa, é o peixe de
agua doce mais cultivado em sistemas de aquicultura (Santos, Furuya, Silva, Matsushita &
Castro Silva, 2011). Essa espécie destaca-se por apresentar crescimento rapido e rusticidade e
também carne de 6tima qualidade (Boscolo, Signor, Coldebella, Bueno & Feiden, 2010), o que
a torna uma espécie de grande interesse para a piscicultura. No entanto, quando comparados
com os peixes de origem marinha, estes peixes de agua doce, incluindo a tilapia, possuem baixo
contetdo dos &cidos graxos da série dmega-3 (n-3) (Visentainer, Souza, Makoto, Hayashi &
Franco, 2005; Justi, Hayashi, Visentainer, Souza & Matsushita, 2003).

A série de acidos graxos dmega-3 é semelhante a série 6mega-6, pois ambas possuem
precursores estritamente essenciais, o acido alfa-linolénico (LNA, 18:3n-3) para a série n-3 e 0
acido linoleico (LA, 18:2n-6) para a série n-6, devendo ser adquiridos através da dieta (Aguiar
et al., 2011). A essencialidade se da pelo fato do organismo humano ndo produzir as enzimas
A? e AT dessaturases, responsaveis pela sintese do LNA e LA (Barilli, 2009).

Os peixes, assim como os seres humanos, nio apresentam as enzimas A e AP
dessaturases em seu metabolismo. Dessa forma, ndo sao capazes de sintetizar os acidos graxos
estritamente essenciais alfa-linolénico e linoleico. Portanto, os peixes devem obté-los através
da alimentacdo e, endogenamente sintetizar acidos graxos essenciais de 20 e 22 tomos de

carbono pela acdo de enzimas elongases e dessaturases (Tocher, 2003).
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Uma importancia nutricional tem sido atribuida principalmente aos acidos graxos da
familia dmega-3, isso porque a ingestdo dos acidos graxos poli-insaturados 6mega-3 (AGPI n-
3) esta relacionada com a diminuicdo da taxa de colesterol no sangue, com a reducéo de doencas
cardiovasculares, psoriase, artrite e cancer (Justi et al., 2003; Dubois, Breton, Linder, Fanni &
Parmentier, 2007). Dessa forma, observa-se um aumento nas pesquisas sobre possiveis fontes
desses acidos graxos, com o intuito de elevar o teor de &cidos graxos 6mega-3 no tecido
muscular de peixes cultivados a partir da dieta fornecida ao pescado (Visentainer et al., 2005;
Justi et al., 2003; Tonial, Stevanato, Matsushita, Souza, Furuya & Visentainer, 2009; Ng,
Chong, Wang & Romano, 2013), a fim de obter-se uma alternativa para 0 aumento da ingestao
de AGPI (n-3) na dieta humana (Valenzuela & Uauy, 1999).

A semente de chia (Salvia hispanica L.) vem se demonstrando uma fonte promissora de
0mega-3. Originaria do México e norte da Guatemala (Martinez, Marin, Faller, Revol, Penci &
Ribotta, 2012), apresenta alto teor de 0leo, cerca de 25-38%. O Gleo de chia é uma fonte dos
acidos graxos poli-insaturados linoleico (18:2n-6; 17-26%) e alfa-linolénico (18:3n-3; até 68%)
(Ayerza & Coates, 2000; Ayerza, 1995). Além disso, apresenta compostos com capacidade
antioxidante, como tocoferdis (238-427 mg/kg) e polifendis, sendo os principais compostos
fenolicos, os acidos clorogénico e cafeico, seguido por miricetina, quercetina e kaempferol
(Ixtaina et al., 2011).

Outro grupo de acidos graxos que desempenham papel nutricional importante é o dos
acidos linolénico conjugado (CLnA) e linoleico conjugado (CLA). O 6leo de tungue, oriundo
da semente da arvore de tungue (Aleurites fordii), nativo da América Central e China Ocidental
(Roche, 2009), é reconhecido por apresentar os isdbmeros do CLnA, principalmente o &cido
eleostearico (alfa-ESA = 18:3¢9, t11, t13 e beta-ESA = 18:3t9, t11, t13) (Shinohara et al., 2012;
Saha, Patra & Ghosh, 2012). O CLnA tem trés insaturagdes conjugadas e foi recentemente

relacionado com os isdmeros do CLA, devido aos seus efeitos citotoxicos em tumores de
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.....

Noguchi, Ota, Abe, Miyashita & Kawada, 2001). Dessa forma ha um crescente interesse em
estudos envolvendo este acido graxo conjugado.

O é&cido linoleico conjugado (CLA) é composto por um grupo de isbmeros conjugados
geométricos e posicionais do acido linoleico (18:2n-6) que s@o encontrados naturalmente
apenas em carne de ruminantes e produtos lacteos (Degen, Ecker, Piegholdt, Liebisch, Schmitz
& Jahreis, 2011). A forma primaria encontrada nesses produtos é apenas o cis-9, trans-11.
Entretanto, sinteticamente, é possivel obter o CLA com os isdmeros predominantes cis-9, trans-
11 etrans-10, cis-12 (Pariza, Park & Cook, 2001). O CLA atua na prevencao da arteriosclerose,
como agente anticancerigeno e na resposta imune em humanos, assim como na reducdo dos
lipidios corporais (Santos, Furuya, Silva, Michelato & Matsushita, 2009). Considerando o baixo
consumo de CLA, encontrado somente em produtos derivados de ruminantes, a suplementacéo
de CLA em dietas para peixes visa também aumentar as fontes desses acidos graxos em
produtos destinados ao consumo humano.

Outra caracteristica nutricional que tem despertado muito interesse atualmente é o
emprego de substancias com capacidade antioxidante nos alimentos. Com isso, substancias
naturais como a vitamina E tém sido utilizadas pela industria alimenticia como antioxidantes
naturais, pois além dessa funcao é ainda um componente essencial ao organismo animal.

Vitamina E é a denominacdo genérica de oito compostos lipossolUveis, cada um dos
quais com atividades bioldgicas especificas, sendo o a-tocoferol o mais potente antioxidante
(Batista, Costa & Pinheiro-Sant’Ana, 2007). A funcdo de maior importancia da vitamina E é a
atuacdo como antioxidante in vivo, protegendo os lipidios dos tecidos do ataque dos radicais
livres (Morrissey, Buckley & Sheehy, 1994). Sendo a oxidagdo lipidica a mais relevante

alteracdo quimica do pescado (Nunes, Batista & Cardoso, 2007), a utilizacdo de antioxidantes,
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como a vitamina E na dieta, € uma alternativa para retardar os efeitos oxidativos e inibir a
peroxidacao dos acidos graxos insaturados in vivo (Morrissey et al., 1994).

Para aumentar a estabilidade oxidativa, cofatores como o selénio (Se), sdo adicionados
a dieta dos animais de cultivo, melhorando a qualidade da carne, tornando-a menos susceptivel
aos danos causados pela oxidacdo (Downs, Hess & Bilgili, 2000). O Se é um micro mineral
essencial na nutricdo humana e animal, incluindo os peixes (Watanabe, Kiron & Satoh, 1997).
Além de proteger as células contra o processo oxidativo e prevenir a ocorréncia de doencas
metabolicas e infecciosas, possui importante papel nas selenoenzimas como a glutationa-
peroxidase (GSH-Px). Além disso, atuando em conjunto com a vitamina E provoca um efeito
aditivo na prevencdo da peroxidacao dos lipidios de membrana (Watanabe et al., 1997).

Outras fontes potenciais de substancias que retardam os efeitos oxidativos séo as frutas,
com especial destaque a acerola (Malpighia emarginata DC.), que apresenta elevados teores de
polifendis, carotendides e vitamina C (Lima, Mélo, Maciel, Prazeres, Musser & Lima, 2005;
Vendramini & Trugo, 2004; Mezadri, Pérez-Galvez & Hornero-Méndez, 2005). Além do
consumo em sua forma in natura, a acerola também é utilizada industrialmente, na producao
de sucos concentrados, geleias, polpas e extratos, gerando residuos (sementes e cascas), que
guando descartados inadequadamente causam problemas ambientais (Oliveira et al., 20093;
Babbar, Oberoi, Uppal & Patil, 2011). Porém, de acordo com Oliveira et al. (2009a) tais
residuos também possuem compostos com capacidade antioxidante, 0 que permite 0 uso em
produtos alimenticios para 0 homem e para animais.

Considerando que a composic¢do quimica da carne de peixes cultivados ¢é afetada de
forma geral pela dieta fornecida ao pescado, o objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito
da suplementacdo de dietas para tilapias do Nilo com diferentes fontes de acidos graxos e
antioxidantes sobre a composic&o lipidica e a capacidade antioxidante dos filés, ao longo de um

periodo de 60 dias.
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2. Revisao Bibliografica

2.1. Aquicultura

Entre os setores da producdo animal, a aquicultura € o que se expande mais rapidamente,
respondendo pela producéo de aproximadamente 50% dos peixes consumidos no mundo (FAO,
2012). Aquicultura refere-se ao cultivo de organismos cujo ciclo de vida em condic¢Ges naturais
se déa total ou parcialmente em meio aquético, podendo ser tanto continental (dgua doce) como
marinha (agua salgada). Essa técnica de cultivo é praticada pelo ser humano ha milhares de
anos, existindo registros de que os chineses tinham conhecimentos sobre estas técnicas ha
muitos séculos e de que os egipcios criavam a tilapia ha cerca de quatro mil anos (MPA, 2012).

O Brasil se destaca como um dos paises com maior potencial para o crescimento da
aquicultura, sendo crescente a demanda mundial por alimentos de origem aquatica, ndo apenas
em funcdo da expansdo populacional, mas também pela preferéncia por alimentos mais
saudaveis (Queiroz, Lourenco & Kitamura, 2002). Em 2010, a producdo aquicola nacional foi
de 479.399 t, sendo a maior parcela oriunda da aquicultura continental, na qual se destaca a
piscicultura continental que representou 82,3% da producdo total nacional. A Regi&o Sul foi a
que assinalou a maior producédo de pescado do pais, com 133.425,1 t, respondendo por 33,8%
da producgéo nacional nesta modalidade, sendo o Parana responsavel pela producéo de 35.811,1

t (MPA, 2012).

2.2. Tildpia do Nilo (Oreochromis niloticus)

A tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) (Figura 1), procedente da Costa do Marfim,

Africa (Castagnolli, 1992), foi introduzida no Brasil em 1971 pelo DNOCS (Departamento
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Nacional de Obras Contra a Seca) e se adaptou de maneira satisfatoria as condi¢des climaticas
encontradas (Souza, Baccarin, Viegas & Kronka, 2004), recebendo esse nome por ser originaria

da bacia do Nilo (Nova, Godoy & Aldrigue, 2005).

Figura 1. llustracéo da tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus).

No Brasil, a tilapia do Nilo € o peixe de agua doce mais cultivado em sistemas de
aquicultura (Santos et al., 2011), sendo responsavel por aproximadamente 40% da producéo
total nacional nessa modalidade (MPA, 2012). A nivel mundial, a tilapia ocupa o quarto lugar
em producao, sendo que no ano de 2010 foram produzidos mais de 3 milhdes de toneladas dessa
especie (FAO, 2012).

Essa espécie destaca-se por apresentar crescimento rapido e rusticidade. Apresenta
carne de 6tima qualidade, sendo apropriada para a industria de filetagem, por ndo apresentar
espinhos em "y" em seu filé (Boscolo et al., 2010). Além disso, a tilapia do Nilo apresenta boa
aceitacdo e elevado valor comercial, excelente conversdo alimentar e, consequentemente,
custos de producéo relativamente baixos (Moraes, Seiffert, Tavares & Fracalossi, 2009), o que
a torna uma espécie de grande interesse para a piscicultura.

No entanto, quando comparados com 0s peixes de origem marinha, estes peixes de agua

doce, incluindo a tilapia, apresentam baixo conteddo dos acidos graxos alfa-linolénico (LNA,
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18:3n-3), eicosapentaenoico (EPA, 20:5n-3), docosahexaenoico (DHA, 22:6n-3) e de outros
acidos graxos da serie 6mega-3 (n-3) (Visentainer et al., 2005; Justi et al., 2003). Com isso,
diversos estudos estdo sendo realizados com o intuito de aumentar o teor de &cidos graxos
o0mega-3 no tecido muscular de peixes cultivados a partir da dieta fornecida ao pescado

(Visentainer et al., 2005; Justi et al., 2003; Tonial et al., 2009; Ng et al., 2013).

2.3. Oleos e Gorduras

Oleos e gorduras consistem principalmente de moléculas de triacilglicerdis (TAG), as
quais sdo constituidas de trés acidos graxos, que variam com a extensdo da cadeia carbonica,
numero, orientacdo e posicao das ligacdes duplas (Meher, Dharmagadda & Naik, 2006), ligados
na forma de ésteres a uma molécula de glicerol (Figura 2) (Geris, Santos, Amaral, Maia, Castro

& Carvalho, 2007).

Figura 2. Representacdo da molécula de um triacilglicerol.

Os acidos graxos sdo &cidos carboxilicos, classificados de acordo com o comprimento

da cadeia carb6nica, em acidos graxos de cadeia curta (< 8 carbonos), média (8 a 16 carbonos)
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e longa (> 18 carbonos); de acordo com as insaturagdes, em saturado (sem insaturagdes),
monoinsaturado (uma insaturacdo) e poli-insaturado (duas ou mais insaturacGes) (Figura 3) e
de acordo com as ramificacdes, podendo ser iso e anteiso (Fennema, 1996).

Os &cidos graxos saturados (AGS) apresentam uma conformacéo linear, flexivel em
estado de menor energia quando comparado com os acidos graxos insaturados (AGI), que
apresentam dobramentos na cadeia carbonica e uma angulacdo de 30 graus por dupla ligagédo
presente. Este comportamento permite maior interacéo entre as moléculas de AGS, aumentando
o0 ponto de fusdo, quando comparado as moléculas de AGI que devido a presenca de duplas
ligacOes, apresentam interacdes intermoleculares menos eficientes (Curi, Pompéia, Miyasaka

& Procopio, 2002).
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Figura 3. Estruturas de &cidos graxos. (a) Acidos graxos saturados (4cido esteérico, 18:0); (b)
Acidos graxos monoinsaturados (acido oleico, 18:1n-9); (c) Acidos graxos poli-insaturados

(&cido linoleico, 18:2n-6).
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As insaturacOes na cadeia carbdnica dos acidos graxos podem levar a ocorréncia de
isomeria na configuracéo cis ou trans (Souza & Visentainer, 2006) (Figura 4). A configuracéo
trans promove um aumento na linearidade da cadeia carb6nica que favorece as interagdes
intermoleculares, tornando as propriedades fisicas destes compostos semelhantes a dos AGS
(Christie, 1989). A configuracdo cis, mesmo sendo termodinamicamente desfavoravel, é

predominante no reino animal e vegetal (Sommerfeld, 1983).

Figura 4. Isbmeros geométricos (trans e cis) do acido oleico (18:1n-9).

2.4. Acidos Graxos Omega-3 e Omega-6

As duas séries de acidos graxos, 6mega-3 e 6mega-6, compreendem 0s mais importantes
acidos graxos poli-insaturados (AGPI), incluindo os acidos com duas ou mais duplas ligacbes
e cadeia contendo 18 ou mais atomos de carbono (Barilli, 2009). Essas duas séries sdo
semelhantes, pois ambas possuem um precursor, o acido alfa-linolénico (LNA, 18:3n-3) para a
série n-3 e 0 acido linoleico (LA, 18:2n-6) para a série n-6, sendo que ambos sdo acidos graxos

estritamente essenciais, portanto, devem ser adquiridos através da dieta alimentar (Aguiar et
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al., 2011). A essencialidade se da pelo fato do organismo humano ndo produzir as enzimas A*?
e A dessaturases, responsaveis pela sintese do LNA e LA (Barilli, 2009).

Os &cidos graxos das séries n-3 e n-6 podem ser considerados de séries “nobres”, pois
0s acidos graxos n-3 nao podem ser transformados em membros da série n-6, e vice-versa,
devido a inclusdo de uma dupla ligagdo pela A-dessaturase e a inclusdo de dois atomos de
carbono pela enzima elongase ocorrer entre a carboxila e a primeira dupla da cadeia carbénica
do acido graxo. Dessa forma, a posicéo da dupla ligagdo em relagcdo ao grupo metil terminal da
cadeia carbdnica néo é alterada (Tocher, 2003).

Os é&cidos graxos poli-insaturados de cadeia longa (AGPI-CL), como o é&cido
docosahexaenoico (DHA, 22:6n-3), tem importancia no crescimento e desenvolvimento
funcional do cérebro em bebés e € necessario para a manutencgéo da fungéo cerebral normal em
adultos, além de sua inclusdo na dieta melhorar a capacidade de aprendizagem (Horrocks &
Yeo, 1999). O &cido eicosapentaenoico (EPA, 20:5n-3) € precursor de eicosanoides, substancias
gue atuam nos processos anti-inflamatérios, antitrombaéticos, anti-hipertensivos e antiarritmicos
(Dubois et al., 2007).

A Figura 5 apresenta uma representacdo do metabolismo dos acidos graxos essenciais
das séries n-3 e n-6 que ocorre no reticulo endoplasmatico. Durante o processo de elongacéo e
dessaturacdo as mesmas enzimas sdo compartilhadas para sintese de &cidos graxos de cadeia
longa, como o 4&cido araquidénico (AA, 20:4n-6) e eicosapentaenoico (EPA, 20:5n-3),
precursores de eicosanoides (Dubois et al., 2007). Deste modo, existe uma competicdo entre 0s
acidos graxos das séries n-3 e n-6 por essas enzimas, sendo que 0 excesso de um determinado
acido graxo afeta diretamente no metabolismo do outro. Consequentemente, a producdo de
eicosanoides, que sdo leucotrienos, tromboxanos e prostaglandinas, também é alterada (Brodly,

1999).
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20:5n-3 com enzimas lipoxigenase (LOX) e ciclo-oxigenase (COX). Fonte: (Dubois et al.,

2007).

O entendimento do metabolismo é necessario, pois o equilibrio na ingestdo de ambos 0s
acidos graxos n-3 e n-6 é essencial para uma dieta saudavel devido as duas séries de acidos

graxos fornecerem efeitos antagbnicos. Enquanto a série n-3 apresenta fungdes anti-

inflamatdrias, antitrombdticas e anti-hipertensivas, 0 excesso de acidos graxos da série n-6 gera

processos inflamatdrios, trombose, hipertensdo e metabdlitos arritmicos (Abeywardena &

Head, 2001).
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2.5. Metabolismo de Acidos Graxos em Peixes

Os peixes, assim como os seres humanos, ndo apresentam as enzimas A e A®
dessaturases em seu metabolismo. Dessa forma, ndo sao capazes de sintetizar os acidos graxos
estritamente essenciais alfa-linolénico (LNA) e linoleico (LA) (Tocher, 2003). Portanto, 0s
peixes devem obté-los atraves da alimentacdo e, endogenamente sintetizar acidos graxos
essenciais de 20 e 22 atomos de carbono através da atuacdo das enzimas elongases e
dessaturases (Tocher, 2003). As elongases atuam adicionando dois atomos de carbono a parte
inicial da cadeia, e as dessaturases agem oxidando dois carbonos da cadeia, originando uma
dupla ligagdo com a configuracao cis (Martin et al., 2006; Monroig, Webb, Ibarra-Castro, Holt

& Tocher, 2011), conforme ilustrado na Figura 6.

[ 18:2n-3 (LNA ) ] [ 18:2n-6 (LA ) ]
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w ki
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Figura 6. Via alternativa para a bioconversao de acidos graxos em peixes.

Os &cidos graxos saturados (AGS), além de serem obtidos atraves da dieta, podem ser
sintetizados a partir de fontes ndo lipidicas pela sintese de novo. No entanto, a sintese de novo
dos saturados é inversamente proporcional aos niveis de acidos graxos saturados obtidos através

da dieta (Henderson & Tocher, 1987), ou seja, quanto maior a quantidade ingerida, menor sera
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a sintetizada e vice-versa. Os acidos graxos monoinsaturados (AGMI) podem ter suas origens
em funcdo da dieta lipidica ou serem sintetizados pela A° dessaturase a partir de um acido graxo

saturado, sendo possivel sintetizar apenas o acido oleico (18:1n-9), um precursor da serie n-9.

2.6. Anélise Cromatografica dos Esteres Metilicos de Acidos Graxos

Os primeiros estudos com cromatografia foram realizados pelo boténico russo Mikhail
Semenovich Tswett em 1906. O termo cromatografia deriva das palavras gregas chrom (cor) e
graphe (escrever), embora ele tenha explicitado que o processo ndo depende da cor, exceto para
facilitar a identificacdo dos componentes separados (Collins, Braga & Bonato, 2006).

Com a expansao da cromatografia surgiu a cromatografia em fase gasosa, onde a fase
movel liquida utilizada para transportar a amostra pela coluna foi substituida por uma fase
movel gasosa denominada de gas de arraste. As primeiras colunas utilizadas na cromatografia
em fase gasosa foram as colunas empacotadas, que apresentavam normalmente de 1 a 3 metros
de comprimento e de 2 a4 mm de diametro interno. Estas colunas apresentavam baixa eficiéncia
na separacdo, devido ao baixo nimero de pratos teoricos (Tvrzicka, Vecka, Stankova & Zak,
2002).

A eficiéncia da separacdo foi melhorada a partir da introdugéo das colunas capilares por
Golay em 1958, que por apresentarem grande numero de pratos tedricos, possuem maior
eficiéncia e promovem resultados mais precisos devido a melhor resolucéo (Collins et al., 2006;
Freedman, Kwolek & Pryde, 1986). Atualmente as colunas capilares mais usadas variam de 50
a 100 metros de comprimento e o nimero de pratos tedricos € suficiente para promover
resolucdo cromatogréfica adequada para separar misturas de esteres metilicos de acidos graxos
(EMAG) complexos (Seppanen-Laakso, Laakso & Hiltunen, 2002). A separacdo dos EMAG

pode ser realizada em trés diferentes tipos de coluna, com fase estacionéria apolar, polar e muito
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polar (Christie, 1989), que sdo as quimicamente ligadas, sendo estas as mais utilizadas devido
a maior resisténcia da fase estacionaria e maior estabilidade térmica, resultando no aumento do
tempo de vida atil da coluna (Milinski, 2007).

A cromatografia em fase gasosa tem ocupado lugar de destaque entre os métodos de
analises pela facilidade e eficiéncia de executar a separacdo dos diferentes componentes
lipidicos de uma mistura, sendo acoplada a detectores, que auxiliam na identificacdo e
quantificacdo absoluta dos constituintes. No entanto, € um método que exige substancias
estaveis a temperatura durante a analise cromatogréafica e o analito deve ser volatil ou apresentar
derivados volateis, como nas analises de lipidios. Neste caso, o preparo dos ésteres metilicos
de &cidos graxos (EMAG) e feito através da reacdo de derivatizacdo, conhecida como
transesterificacdo, convertendo os ésteres de alto ponto de ebulicdo, como triacilglicerois, a
outro éster de ponto de ebulicdo inferior, como 0s EMAG (Zara, 2008).

O detector de ionizagédo de chama (DIC) é o mais conveniente e usado nas analises dos
ésteres metilicos de acidos graxos pelo baixo custo, alta eficiéncia, resposta rapida, grande faixa
de linearidade, resposta quase universal e alta sensibilidade, aproximadamente 102 g (Craske
& Bannon, 1987). No entanto, a identificagdo dos compostos utilizando o DIC ndo pode ser
conclusiva. Para aumentar a eficiéncia desta identificacdo, utiliza-se a adi¢do de padréo
“spiking”, utilizacdo de padrdo secundario, métodos graficos e indices sistematicos de retencéo.

No Brasil, os trabalhos realizados nas anélises de EMAG para alimentos, normalmente
utilizam o método da normalizagdo de area, onde 0s resultados sdo expressos em porcentagem
de area relativa (Visentainer & Franco, 2012; Tarley, Visentainer, Matsushita & Souza, 2004).
Nesse método, todos os componentes da amostra devem ser detectados e, na ocorréncia de
omissdo ou estimativa de um componente, a area dos demais componentes é afetada. Além
disso, os resultados apresentados por este método apresentam dificuldades de interpretagdo

(Aguiar et al., 2011).
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Trabalhos recentes expressam os resultados em quantidade absoluta, ou seja,
concentragdes em massa de EMAG por massa de matéria-prima ou de amostra. E um dos
melhores métodos para quantificacdo de acidos graxos, pois fornece resultados confiaveis que
sdo facilmente interpretados, proporcionando resultados com maior exatiddo permitindo
comparag6es com trabalhos que utilizam técnicas modernas de quantificacdo. Com isso, 0 uso
de padrdo interno vem se destacando, uma vez que permite quantificar os analitos de interesse
bem como minimizar erros experimentais (Visentainer et al., 2012).

O uso da metodologia de padrdo interno requer alguns requisitos como a substancia nao
podera fazer parte da amostra, devera apresentar alto grau de pureza, ser acessivel e de baixo
custo, além de ndo coeluir com componentes da amostra, mas ao mesmo tempo, eluir proximo
a eles (Brondz, 2002; Visentainer et al., 2012; Visentainer, 2012). Como os ésteres metilicos
de &cidos graxos respondem diferencialmente no DIC, é necessario utilizar fatores de correcédo
para os ésteres metilicos em relacdo ao padrdo interno, que também é um éster. Os fatores
utilizados s&o o fator de correcdo experimental ou empirico (Fcea), cujo valor é determinado
experimentalmente e o fator de correcdo tedrico (Fct), determinado teoricamente, a partir do
namero de carbonos ativos (C*), sendo que ambos os fatores sdo obtidos baseando-se em

comparages entre esteres metilicos analisados e o padrédo interno (Visentainer et al., 2012).

2.7. Oleo de Chia (Salvia hispanica L.)

A semente de chia (Salvia hispanica L.) (Figura 7) vem se demonstrando uma fonte

promissora de émega-3. Originaria do México e norte da Guatemala (Martinez et al., 2012),

apresenta alto teor de dleo, cerca de 25-38%.
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Figura 7. Chia (Salvia hispanica L.).

A chia se torna cada vez mais importante para a satde e nutricdo humana pelos efeitos
benéficos que podem surgir a partir de sua ingestdo. Entre estes efeitos benéficos, pode-se
destacar: controle do peso corporal, controle nos niveis de glicemia, melhora no perfil lipidico,
entre outros. Assim, sua ingestdo pode auxiliar na reducdo de doencas como obesidade,
diabetes, hipertensdo arterial e outras doencas cardiovasculares (Ayerza & Coates, 2005g;
Ayerza & Coates, 2007).

Os beneficios da ingestdo da chia podem ser associados as substancias presentes em seu
0leo. O 6leo de chia é uma fonte dos &cidos graxos poli-insaturados linoleico (18:2n-6; 17-26%)
e alfa-linolénico (18:3n-3; até 68%) (Ayerza et al., 2000; Ayerza, 1995) (APENDICE A). Além
disso, apresenta compostos com capacidade antioxidante, como tocoferodis (238-427 mg/kg) e
polifendis, sendo os principais compostos fenolicos, os acidos clorogénico e cafeico, seguido
por miricetina, quercetina e kaempferol (Ixtaina et al., 2011).

Estudos recentes mostram que € possivel utilizar éleo de chia, na alimentacdo de
animais, com o objetivo de obter produtos de origem animal enriquecidos com AGPI (Peiretti
& Meineri, 2008). As sementes e 0 6leo de chia tém sido utilizados com sucesso no incremento
do teor de acidos graxos n-3 em produtos de origem animal, como ovos, carne de aves e de

coelhos e leite de vaca, reduzindo o teor de acidos graxos saturados e os valores de razdo n-6/n-
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3 desses alimentos (Ayerza et al., 2007). Além disso, o efeito da alimentagdo com 6leo de chia
na reducdo do contetdo de triacilglicerois e na elevacao dos niveis das lipoproteinas de alta
densidade (High Density Lipoproteins - HDL) no plasma de ratos foram reportados por Ayerza

& Coates (2005b).

2.8. Oleo de Tungue (Aleurites fordii)

O dleo de tungue, oriundo da semente da arvore de tungue (Aleurites fordii), nativa da
Ameérica Central e China Ocidental (Roche, 2009), é reconhecido por apresentar 0s isdmeros
do é&cido linolénico conjugado (CLnA), principalmente o &cido eleostearico (alfa-ESA =
18:3c9, t11, t13 e beta-ESA = 18:3t9, t11, t13) (Figura 8) (Shinohara et al., 2012; Saha et al.,

2012) (APENDICE B).

(2)

Figura 8. Estruturas quimicas dos isdmeros do acido eleostearico (ESA). (a) alfa-ESA (18:3c9,

t11, t13); (b) beta-ESA (18:3t9, t11, t13).

Os CLnAs apresentam trés insaturacdes conjugadas, isto é, sdo acidos trienoicos
conjugados, 0s quais sdo isdmeros do acido alfa-linolénico (18:3n-3, LNA) (Shinohara et al.,

2012). Esses acidos graxos foram recentemente relacionados com os isdmeros do acido
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linoleico conjugado (CLA), devido aos seus efeitos citotoxicos em tumores de humanos, a
inibicdo da carcinogénese e a alteragdes no metabolismo dos lipidios (Suzuki et al., 2001).
Estudos prévios mostram que o acido alfa-eleostearico (alfa-ESA), presente em altas
concentracdes no oleo de tungue (60-80%), possui um efeito antitumoral mais forte do que o
CLA em celulas tumorais humanas (Tsuzuki, Tokuyama, Igarashi & Miyazawa, 2004; Igarashi
& Miyazawa, 2000), indicando a possibilidade de utilizacdo desse &cido graxo como

suplemento alimentar para a prevencao do cancer (Shinohara et al., 2012).

2.9. Acido Linoleico Conjugado (CLA)

O acido linoleico conjugado (CLA) € composto por um grupo de isdmeros conjugados
geométricos e posicionais do acido linoleico (18:2n-6) que s@o encontrados naturalmente
apenas em carne de ruminantes e produtos lacteos, pois sua producéo é realizada apenas por
bactérias ruminais, através da biohidrogenacdo do &cido linoleico ou, enzimaticamente, por
meio da dessaturacio parcial (A®) do é&cido trans vacénico (18:1t11) nas glandulas mamarias

(Figura 9) (Degen et al., 2011).
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Figura 9. Producéo de 4cido linoleico conjugado (CLA) em ruminantes. O quadro da esquerda
se refere aos processos que ocorrem no ramen; o quadro da direita, aos ocorridos na glandula

mamaria ou tecido adiposo. Adaptado de Bauman, Baumgard, Corl & Griinari (2000).

A forma primaria encontrada nesses produtos é apenas o cis-9, trans-11. Entretanto,
sinteticamente, é possivel obter o CLA com os isdbmeros predominantes cis-9, trans-11 e trans-

10, cis-12 (Figura 10) (Pariza et al., 2001) (APENDICE C).

(@) (b)

Figura 10. Estruturas quimicas dos isdmeros predominantes do &cido linoleico conjugado

(CLA). (a) 18:2¢9, t11; (b) 18:2t10, c12.
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O CLA atua na prevencao da arteriosclerose, como agente anticancerigeno e na resposta
imune em humanos, assim como na reducéo dos lipidios corporais (Santos et al., 2009). Além
disso, estudos recentes mostram que a suplementacao da dieta para peixes com CLA resulta na
diminuicdo do colesterol plasmatico e dos niveis de triacilglicerois, sem efeitos negativos sobre
0 desempenho de crescimento dos peixes, obtendo-se filés com niveis reduzidos de lipidios e
com altos valores de proteina (Santos et al., 2011).

Santos et al. (2009), estudando o efeito da suplementacdo com CLA em dietas para Pacu
(Piaractus mesopotamicus), observaram uma reducéo nos teores dos acidos graxos n-6 nos filés
apos o fornecimento da racdo suplementada aos peixes, assim como uma reducdo nos niveis do
acido alfa-linolénico. Dessa forma, recomenda-se a utilizacdo de uma fonte complementar de
acidos graxos n-3 para obter-se dietas mais equilibradas em termos da composic¢do em acidos
graxos (Santos et al., 2011).

Considerando o baixo consumo de CLA, encontrado somente em produtos derivados de
ruminantes, a suplementacdo de CLA em dietas para peixes visa também aumentar as fontes

desses acidos graxos em produtos destinados ao consumo humano.

2.10. Antioxidantes

Antioxidantes podem ser definidos como substancias que, presentes em baixas
concentragfes quando comparadas com um extrato oxidavel, inibem ou atrasam efetivamente
sua oxidagdo (Sies & Stahl, 1995). Isto é, os antioxidantes podem inibir a formacao dos radicais
livres (acdo preventiva) ou podem desativar espécies reativas de oxigénio (ERO) ou nitrogénio
(ERN) geradas pelo metabolismo celular ou por fontes exdgenas, impedindo o ataque sobre 0s

lipidios, os amino&cidos das proteinas, as duplas ligacbes dos &cidos graxos poli-insaturados e
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as bases do DNA, evitando a formacéo de lesdes e perda de integridade celular (Bianchi &
Antunes, 1999; Huang, Ou & Prior, 2005).

Os antioxidantes geralmente apresentam estruturas que possibilitam a inibicdo dos
radicais livres, seja pela presenca de ressonancia, que estabiliza o elétron desemparelhado, ou
pela habilidade em formar complexos com ions metalicos (Huang et al., 2005).

Estudos realizados nos ultimos anos indicam que compostos que apresentam capacidade
antioxidante desempenham um importante papel no sistema de defesa do organismo, reduzindo
a incidéncia de doencas cardiovasculares, canceres e processos degenerativos, relacionados as
especies reativas de oxigénio (Gokmen, Serpen & Fogliano, 2009). Estas substancias também
tém sido utilizadas na suplementacao de dietas para animais com o intuito de obter-se produtos
de melhor qualidade para o consumo humano (Navarro, Navarro, Filho, Ferreira, Pereira &

Filho, 2012).

2.11. Vitamina E

O emprego de antioxidantes sintéticos em alimentos tem sido relacionado a efeitos
deletérios ao organismo humano e, por isso, desde a década de 90 até o presente momento, ha
uma crescente preocupacdo no sentido de obter substancias naturais que tenham funcéo
antioxidante com a mesma eficiéncia dos sintéticos (Babbar et al., 2011). Com isso, substancias
naturais como a vitamina E tém sido empregadas pela inddstria alimenticia como antioxidantes
naturais, pois além dessa funcao é ainda um componente essencial ao organismo animal.

Vitamina E é a denominacgdo genérica de oito compostos lipossoluveis, cada um dos
quais com atividades bioldgicas especificas, sendo o a-tocoferol (Figura 11) o mais potente

antioxidante (Batista et al., 2007).



38

CH3 CHB
HaC O CHjs

CHs CHs CHa
OH
CHg

Figura 11. Estrutura quimica da molécula de a-tocoferol.

A vitamina E é utilizada na dieta com a finalidade de melhorar o crescimento, a
resisténcia ao estresse e a doencas, assim como a sobrevivéncia de peixes (Fogaca, 2005). Mas
a fungdo de maior importéncia é a atuacdo como antioxidante in vivo, protegendo os lipidios
dos tecidos do ataque dos radicais livres (Morrissey et al., 1994).

Sendo a oxidacao lipidica a mais relevante alteracdo quimica do pescado (Nunes et al.,
2007), apresentando-se como o0 processo primario de deterioracdo da qualidade dos peixes e
seus produtos e, manifestando-se por mudancas no cheiro, coloragéo, textura, valor nutritivo e
possivel produgdo de compostos tdxicos (Jensen, Lauridsen & Bertelsen, 1998), a utilizagdo de
antioxidantes, como a vitamina E na dieta, é uma alternativa para retardar os efeitos oxidativos
e inibir a peroxidagdo dos 4cidos graxos insaturados in vivo (Morrissey et al., 1994). E, portanto,
um fator pré-abate importante no processamento e preservacao da qualidade dos filés.

Navarro et al. (2012), avaliando a qualidade lipidica de tilapias do Nilo suplementadas
com vitamina E, mostraram que as carcagas das tilapias que receberam suplementacdo com
vitamina E em niveis de 100 e 150 mg/kg de racdo tiveram a qualidade lipidica melhorada,
apresentando um aumento nos valores de razdo AGPI/AGS e também altos niveis dos acidos
graxos poli-insaturados das séries 6mega-3 (acido alfa-linolénico; 18:3n-3) e émega-6 (acido
linoleico; 18:2n-6). Além disso, diversos estudos evidenciam o papel da vitamina E na
prevencdo da oxidacdo lipidica em produtos carneos (Hosseini, Abedian-Kenari, Rezaei,

Nazari, Feas & Rabbani, 2010; Fogaga & Sant’Ana, 2007; Ng et al., 2013). No entanto, séo
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escassos 0s estudos que avaliam a capacidade antioxidante in situ que tal substancia apresenta

quando incorporada em tecidos animais.

2.12. Selénio

Para aumentar a estabilidade oxidativa, cofatores como o selénio (Se), sdo adicionados
a dieta dos animais de cultivo, melhorando a qualidade da carne, tornando-a menos susceptivel
aos danos causados pela oxidacdo (Downs et al., 2000).

O Se é um micro mineral essencial na nutricdo humana e animal, incluindo os peixes
(Watanabe et al., 1997). Além de proteger as células contra o processo oxidativo e prevenir a
ocorréncia de doencas metabdlicas e infecciosas, possui importante papel nas selenoenzimas
como a glutationa-peroxidase (GSH-Px).

As glutationa-peroxidases sdo as selenoproteinas mais conhecidas, capazes de proteger
as membranas celulares dos danos causados pela oxidacdo, destruindo os peroxidos de
hidrogénio e os hidroperdxidos, convertendo-os em formas menos reativas. O Se auxilia
também na protegdo contra a toxicidade de metais pesados como o cddmio e o mercdrio, e
atuando em conjunto com a vitamina E provoca um efeito aditivo na prevencdo da peroxidagéo
dos lipidios de membrana (Watanabe et al., 1997).

Chiu, Hsieh, Yeh, Jian, Cheng & Liu (2010) reportaram o aumento da imunidade e
resisténcia a doengas do camardo gigante de &gua doce (Macrobrachium rosenbergii)
alimentado com dieta enriquecida com selénio, confirmando o efeito potenciador antioxidante
gue o0 Se possui no incremento da atividade de diversas enzimas, como as glutationa-
peroxidases. Além disso, esse estudo evidencia o beneficio da utilizagdo da forma inorgénica

do selénio (selenito ou selenato de s6dio, Na2SeOz ou Na>SeOas) na suplementagdo de dietas de
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animais de cultivo, devido a sua maior capacidade antioxidante e menor custo em relacéo a

forma orgénica do selénio (selenometionina).

2.13. Residuo de Acerola (Malpighia emarginata DC.)

As frutas séo outras fontes potenciais de substancias que retardam os efeitos oxidativos,
apresentando compostos com capacidade antioxidante, tais como polifendis, carotenoides e
vitaminas C e E (Oliveira et al., 2009a).

No Brasil, muitas frutas comestiveis sdo processadas em sucos naturais ou concentrados,
geleias, polpas e extratos. Nestes processos, sementes, cascas e outras partes sdo rotineiramente
descartadas, causando problemas ambientais (Oliveira et al., 2009a). A fabricacdo de produtos
nutracéuticos utilizando compostos bioativos a partir de residuos de frutas ajuda no uso
eficiente, barato e ambientalmente correto desses residuos. Sendo os residuos de fruta baratos,
facilmente disponiveis, além de possuirem moléculas bioativas, 0 emprego dos mesmos como
fonte de compostos com capacidade antioxidante tem sido foco de investigagdes (Babbar et al.,
2011).

A acerola (Malpighia emarginata DC.), originaria da América Central, sendo
encontrada também na Ameérica do Sul, incluindo o Brasil, devido a boa adaptacdo ao solo e
clima (Vendramini & Trugo, 2000), se destaca por ser fonte de vitamina C e também de
fitoquimicos como carotenoides e polifendis (Lima et al., 2005; Vendramini et al., 2004;
Mezadri et al., 2005). Além disso, apresenta compostos fendlicos como o acido clorogénico, (-
)-galato de epigalocatequina, (-)-epicatequina, rutina e procianidina B1 (Mezadri, Villafo,
Fernandez-Pachdn, Garcia-Parrilla & Troncoso, 2008).

Oliveira et al. (2009a) estudando a capacidade antioxidante de residuos de frutas

tropicais, encontrou elevado teor de compostos fenolicos com atividade antioxidante nos
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extratos metanolicos desses residuos, com destaque para aqueles de acerola, sugerindo que 0s
residuos dessa fruta podem trazer beneficios para a saide quando utilizados em alimentos
funcionais. Além disso, o estudo evidencia a necessidade da realizacdo de mais pesquisas para
determinar a atividade in situ, a biodisponibilidade e também os efeitos benéficos reais destes

antioxidantes naturais in vivo.

2.14. Ensaios Utilizados para Determinar a Capacidade Antioxidante

2.14.1. Ensaio DPPH

O ensaio espectrofotométrico DPPH recebe 0 nome do seu reagente principal. O radical
DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila) apresenta dois anéis aromaticos de 6 membros, contendo
atomos de carbono e hidrogénio, e um anel picril-hidrazila, constituido por um anel aromatico
de 6 membros ligado a trés grupos nitro (NO2) e uma hidrazina, onde o 4&tomo de nitrogénio
ligado diretamente ao anel estd com um elétron desemparelhado, o que caracteriza a espécie
como um radical livre.

No ensaio DPPH ocorre uma reagdo de oxidagdo-reducéo, onde o radical DPPH, que
apresenta coloracdo violeta, é reduzido, ou seja, o elétron desemparelhado do nitrogénio se
emparelha com o elétron cedido por um radical hidrogénio de um antioxidante, tornando a
solugdo amarela e ocorrendo a formagio do DPPH-H, reduzido e estavel (Figura 12). E essa
caracteristica de mudanca de coloracdo que permite 0 monitoramento da absorbancia com
méaximo de absor¢do em 525 nm (Karadag, Ozcelik & Saner, 2009; Oliveira, Valentim, Goulart,

Silva, Bechara & Trevisan, 2009b).
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Figura 12. Reducéo do radical livre DPPH pela quercetina.

2.14.2. Ensaio FRAP

O ensaio FRAP (Ferric Reducing Ability Power) determina o poder de reducdo de
antioxidantes utilizando o complexo férrico de 2,4,6-tripiridil-1,3,5-triazina (TPTZ) como
reagente. O complexo Fe(lll)-TPTZ é formado por duas moléculas de 2,4,6-tripiridil-1,3,5-
triazina, que atuam como ligantes e um ion metélico central Fe(lll). Na presenca de uma
substancia antioxidante redutora em meio acido (pH 3,6), o complexo [Fe'"'(TPTZ)2]*" recebe
um elétron e é reduzido a forma [Fe'(TPTZ).]?* (Figura 13), que apresenta intensa coloracio

azul com méximo de absorgdo em 593 nm (Benzie & Strain, 1996).
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Complexo férrico de Complexo ferroso de
2.4 6-tripiridil -1,3,5-triazina 2 4 6-tripiridil -1,3,5-triazina
[Fe'(TPTZ),** Fe"(TPTZ),**

Figura 13. Reducdo do complexo férrico [Fe"(TPTZ),]Cls a ferroso [Fe'(TPTZ),]Cl. pela

acao de um antioxidante.

2.14.3. Ensaio ABTS

Outro ensaio para avaliar a capacidade antioxidante ¢ realizado através da captura do
radical 2,2'-azinobis-(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico) (ABTS). O radical ABTS é
gerado pela reacdo quimica entre 0 ABTS e o persulfato de potassio e apresenta coloracdo verde
escuro com maximo de absorbancia em 734 nm (Re, Proteggente, Pannala, Yang & Rice-Evans,
1999).

O ensaio baseia-se no fato de que quando existem compostos antioxidantes na reacéo,
eles capturam os radicais livres ABTS com diminuicdo da cor e reducdo da absorbancia,
correspondendo quantitativamente com a concentracdo de antioxidantes presentes na amostra,

como mostra a Figura 14 (Zulueta, Esteve & Frigola, 2009).
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Figura 14. Reacdo do radical ABTS na presenca de um composto antioxidante. Adaptado de

Zulueta et al., 2009.

2.14.4. Procedimento QUENCHER

No presente estudo, o procedimento QUENCHER foi utilizado para medir a capacidade
antioxidante nos ensaios DPPH, FRAP e ABTS. Esse procedimento traz uma nova abordagem
de determinacdo da capacidade antioxidante em alimentos. Ele baseia-se na medicdo direta da
capacidade antioxidante de amostras solidas em contato com os radicais livres, e subsequente
medicédo espectrofotométrica.

QUENCHER ¢é uma abreviagdo das palavras inglesas QUick, Easy, New, CHEap e
Reproducible (Gokmen et al., 2009), dado que o procedimento é considerado rapido, facil,
novo, barato e reprodutivel.

O procedimento QUENCHER evita etapas de extracdo com solventes e etapas de
hidrolise. Considerando que ambas as partes solUveis e insolGveis dos alimentos ficam
simultaneamente em contato com as espécies radicais, a medida da capacidade antioxidante

total de um determinado alimento se torna mais precisa. Além disso, estes resultados sdao mais
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realistas quanto a atividade antioxidante de alimentos no trato gastrointestinal humano, uma
vez que as acOes simultaneas de todos os antioxidantes presentes nas amostras sao levadas em

consideracdo (Gokmen et al., 2009).

2.14.5. Ensaio ORACFL

O ensaio fluorimétrico baseado na capacidade de absorbancia do radical de oxigénio,
utilizando fluoresceina (FL) como marcador da capacidade antioxidante (ORACFL) também
estd se tornando um método amplamente utilizado para avaliagdo em amostras de alimentos
(Prior et al., 2003; Wu, Beecher, Holden, Haytowitz, Gebhardt & Prior, 2004).

O ensaio ORACF. baseia-se na inibi¢cdo da oxidagdo dos radicais peroxila induzida
inicialmente pela decomposicdo térmica do azo-composto 2,2'-azobis-(2-amidino-propano)

dihidrocloreto (AAPH) (Figura 15).

H3C CHj |NH " HsC CHs
Hz N x 2HC| —= 2 HoN 0" +N,
I N7 NH, +20, "o 2
NH H5C CHaj Cl” "NHs
AAPH radicais peroxila

Figura 15. Reacdo de decomposicdo térmica do azo-composto 2,2'-azobis-(2-amidino-

propano) dihidrocloreto (AAPH). Adaptado de Zulueta et al., 20009.

Dessa forma, o ensaio ORACkF. utiliza uma fonte de radical bioldgica relevante e é o
unico método que combina tanto tempo quanto grau de inibi¢do por um antioxidante num dnico

valor, reproduzindo o mecanismo de atuacdo e prevencdo dos radicais livres no organismo
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humano (Prior et al., 2003; Wu, Duckett, Neel, Fontenot & Clapham, 2008; Huang, Ou,
Hampsch-Woodill, Flanagan & Prior, 2002a).

Os radicais peroxila formados (Figura 15) reagem com uma substancia fluorescente que
é utilizada como substrato oxidavel, a fluoresceina. As substancias antioxidantes (AO)
presentes na amostra protegem a fluoresceina da oxidacdo provocada pelos radicais peroxila,
atraveés da doacdo de um atomo de hidrogénio aos radicais livres, evitando o decréscimo de

fluorescéncia (Figura 16).

Fluorescéncia
sem AQO menor

00
H3zC CHj e

HzN Lo 4

L~|' t ; .
NH2 HO O 4

radical peroxila Fluoresceina \ ;
Fluorescéncia

inalterada

Figura 16. Representacdo da atuacdo dos antioxidantes na protecdo do ataque dos radicais

peroxila a fluoresceina. Adaptado de Zulueta et al., 2009.

A perda de fluorescéncia da fluoresceina pela acdo dos radicais peroxila se deve pela
alteracdo estrutural que ela sofre, passando por varias etapas, sendo que a estrutura final ainda
ndo foi confirmada.

Além disso, uma pequena modificagdo no ensaio ORACk. introduzida por Huang, Ou,
Hampsch-Woodill, Flanagan & Deemer (2002b) aplicando a [-ciclodextrina metilada
aleatoriamente (Randomly methylated B-cyclodextrin — RMCD) para aumentar a solubilidade
de substancias lipofilicas em solucdes aquosas, permite a medicdo da capacidade antioxidante
de ambos componentes lipofilicos e hidrofilicos numa determinada amostra separadamente

usando a mesma fonte radicalar, o AAPH (Wu et al., 2004).
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3. Objetivos

3.1. Objetivo Geral

Avaliar o efeito da suplementacgdo de dietas para tilapias do Nilo com diferentes fontes
de &cidos graxos e antioxidantes sobre a composicdo lipidica e a capacidade antioxidante dos

filés, ao longo de um periodo de 60 dias.

3.2. Objetivos Especificos

e Adicionar 6leo de tungue, 6leo de chia e CLA a racdo verificando a deposicao e sintese
de acidos graxos no tecido muscular das tilapias;

e Adicionar vitamina E, selénio e extrato etanolico de residuo de acerola a racédo
observando a incorporagdo de antioxidantes nos filés das tilapias;

e Verificar a adaptacdo das tilapias frente as ragdes formuladas assim como ao local de
confinamento;

e Obter a composicdo proximal (umidade, cinzas, proteina bruta, lipidios totais e
carboidratos) e o valor energético das racdes desenvolvidas;

e Identificar e quantificar os &cidos graxos presentes nas racoes e nos filés das tilapias;

e Determinar a capacidade antioxidante das ragdes e dos filés de tilapia por diferentes

ensaios (DPPH, FRAP, ABTS e ORACkL).
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4. Materiais e Métodos

4.1. Preparo das Racdes

Foram desenvolvidos quatro tipos de racOes, atendendo as normas nutricionais para
tilapias (NRC,1993), sendo que:

e Racdo Controle = ragdo acrescida de 1,90% de 6leo de girassol;

e Tratamento I (TI) = ragdo acrescida de 0,63% de 6leo de tungue + 0,63% de 6leo de chia
+0,63% de CLA + 0,015% (150 mg kg™) de vitamina E;

e Tratamento Il (TII) = racdo acrescida de 0,63% de Gleo de tungue + 0,63% de Gleo de chia
+0,63% de CLA + 0,015% (150 mg kg™) de vitamina E + 0,000025% (0,25 mg kg!) de
selénio;

e Tratamento Il (THI) = racdo acrescida de 1,90% de dleo de girassol + 0,28% de extrato
etandlico de residuo de acerola.

Para o preparo das racdes, os ingredientes moidos e peneirados foram misturados com
agua para a obtencédo dos pellets, sendo que estes foram posteriormente secos em estufa com
circulacdo de ar a 55°C por 10 horas, resfriados a temperatura ambiente e separados em
pequenas porcdes, que foram acondicionadas a vacuo, protegidas da luz e mantidas a
temperatura de -18°C até a utilizacdo na alimentacéo dos peixes.

A Tabela 1 apresenta as formulacGes das quatro racGes desenvolvidas, sendo que foram
produzidos 3,0 kg de cada tratamento para utilizacdo durante todo o periodo do experimento

(60 dias).
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Tabela 1. FormulagGes das racOes utilizadas nos diferentes tratamentos (% em massa)

Ingredientes Alimentares Tratamentos
Controle (%) TI1 (%) TH (%) TIH (%)

Farelo de Milho 37,39 37,39 37,39 37,11
Farelo de Soja 32,08 32,08 32,08 32,08
Farelo de Visceras de Aves 14,00 14,00 14,00 14,00
Farinha de Trigo Integral 8,00 8,00 8,00 8,00
Farinha de Arroz 5,00 5,00 5,00 5,00
Fosfato Bicélcico 0,22 0,22 0,22 0,22
Premix” 0,50 0,50 0,50 0,50
Sal Comum (NacCl) 0,50 0,50 0,50 0,50
L-Lisina (HCI) 0,06 0,06 0,06 0,06
DL-Metionina 0,06 0,06 0,06 0,06
L-Treonina 0,07 0,07 0,07 0,07
Propionato de Calcio 0,10 0,10 0,10 0,10
Vitamina C Fosfatada (35%) 0,08 0,08 0,08 0,08
BHT™ 0,02 0,02 0,02 0,02
L -Triptofano 0,02 0,02 0,02 0,02
Oleo de Girassol 1,90 - - 1,90

Oleo de Tungue - 0,63 0,63 -

Oleo de Chia - 0,63 0,63 -

LUTA-CLA® (BASF-Brasil)™ - 0,63 0,63 -

Vitamina E (50%) - 0,015 0,015 -

Selenito de Sadio (45%) - - 0,000025 -
Extrato Etanolico de Residuo de Acerola - - - 0,28

*Suplemento mineral e vitaminico; **BHT = butil-hidroxitolueno; ***Produto comercial composto de 60% dos
isdmeros (cis-9, trans-11 e trans-10, cis-12 - 18:2) e 40% do veiculo [acido oleico (18:1n-9) e outros acidos
graxos]; CLA = acido linoleico conjugado. Controle: 6leo de girassol; TI: dleo de tungue + 6leo de chia + CLA +
vitamina E; TII: 6leo de tungue + 6leo de chia + CLA + vitamina E + selénio; TIII: dleo de girassol + extrato
etandlico de residuo de acerola.



50

4.2. Sistema de Confinamento e Preparo das Amostras de Peixe

O estudo foi conduzido no laboratorio de Quimica de Alimentos, Departamento de
Quimica da Universidade Estadual de Maringa, no periodo de setembro a dezembro de 2012.

Foi utilizado um total de 240 tilapias adquiridas no comércio de Maringa - PR, com peso
médio inicial de 15,00 £+ 0,10 g, sendo 80 individuos para cada tratamento. As tilapias foram
distribuidas em trés tanques plasticos com dimensdes de 1,0 x 0,6 x 0,6 m com fluxo continuo
de 4gua e oxigenacdo constante. Os peixes foram alimentados com duas por¢des diérias, sendo
40% da racdo distribuida na parte da manhd e o restante (60%) na parte da tarde, onde a
quantidade total de ragdo distribuida em cada tanque representava 3% em massa do total de
peixes contidos em cada tanque.

Primeiramente, as til&pias adquiridas passaram 30 dias em adaptacdo recebendo a ragado
Controle. Apo6s esse periodo, uma amostragem foi removida e foram realizadas as anélises do
tempo zero (0 dias de suplementacdo). Logo apds, iniciou-se o experimento fornecendo as
racOes suplementadas (TI, TIl e TIII) aos peixes e novas amostragens foram realizadas nos
periodos de 15, 30, 45 e 60 dias de suplementacéo, coletando-se 15 peixes/tanque. A cada coleta
a quantidade de racdo administrada foi recalculada pela variagdo da quantidade e massa dos
peixes. A Figura 17 mostra um fluxograma simplificado do delineamento experimental

utilizado.
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Figura 17. Fluxograma simplificado do delineamento experimental utilizado.

Ap0s cada amostragem, as tilapias foram sacrificadas, pesadas, medidas, evisceradas e
filetadas. Os filés foram embalados em sacos de polietileno sob atmosfera de nitrogénio (N2) e
mantidos a -18°C para analises posteriores. Antes de cada analise os filés foram descongelados,

triturados em multiprocessador de alimentos e devidamente homogeneizados.

4.3. Preparo do Extrato Etandlico de Residuo de Acerola

A racdo do Tratamento Il foi adicionado extrato etandlico de residuo de acerola. O
residuo foi produzido utilizando-se acerolas in natura obtidas no comércio de Maringa-PR.
Nesse procedimento, por¢des contendo aproximadamente 350 g de acerola foram trituradas,
posteriormente peneiradas (50 mesh) e o residuo de acerola retido na peneira foi lavado com
200 mL de agua. Para a extracdo dos antioxidantes, 40,0 g da amostra de residuo de acerola
foram misturadas com 400,0 mL de etanol. A solucéo resultante foi agitada por 2 h ao abrigo
da luz, filtrada com papel filtro Whatman (n°® 1) com posterior remoc¢do do solvente em

evaporador rotatorio sob pressdo reduzida, a 40°C. Esse procedimento foi repetido até a
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obtencdo da quantidade necessaria de extrato para a realizacdo de todo o experimento. Para o
preparo da racdo o extrato obtido da rota-evaporacédo foi posteriormente liofilizado a -52°C e

0,060 mbar durante 24 h em um liofilizador da marca CHRIST, modelo ALPHA 1-2 LD plus.

4.4. Determinacdo da Composicéo Proximal das Racdes

Os teores de umidade e cinzas foram determinados gravimetricamente, conforme
técnicas da AOAC (Cunniff, 1998), por aquecimento em estufa e mufla a 105 e 600°C,
respectivamente. A analise do teor de proteina bruta foi baseada no processo semi-micro
Kjeldahl, também conforme técnica da AOAC (Cunniff, 1998). Os lipidios totais foram
extraidos com uma mistura cloroférmio-metanol-agua (2:2:1,8, v/v/v), segundo Bligh & Dyer
(1959), sendo o teor determinado gravimetricamente. Os valores de carboidratos foram
estimados por diferenca e o valor energético foi calculado considerando os seguintes fatores de
conversdo: carboidratos 4 kcal g (17 kJ g1), proteina 4 kcal g* (17 kJ g%) e lipidios 9 kcal g*

(37 kJ g1) (Brasil, 1998).

4.5. Extracgéo e Derivatizagdo dos Lipidios Totais

Assim como nas racdes, os lipidios totais dos filés de tilapia foram extraidos segundo
Bligh & Dyer (1959). A metilag&o dos &cidos graxos dos lipidios totais foi realizada segundo o
método de Hartman & Lago (1973), com modificagcGes propostas por Maia & Rodriguez-

Amaya (1993).



53

4.6. Analise Cromatogréafica dos Esteres Metilicos de Acidos Graxos

Os esteres metilicos de acidos graxos (EMAG) foram separados em cromatografo a gas
Thermo, modelo trace ultra 3300, equipado com detector de ionizacdo em chama e coluna
capilar de silica fundida CP - 7420 (Select FAME, 100 m de comprimento, 0,25 mm de
didmetro interno e 0,25 pm de cianopropil). As vazdes dos gases foram de 1,2 mL min™ para o
gas de arraste (H2); 30 mL min™ para o gas auxiliar (N2) e 35 e 350 mL min para o Hz e para
0 ar sintetico, respectivamente, para a chama do detector. O volume injetado foi de 2,0 pL,
utilizando divisdo da amostra (split) de 1:80. As temperaturas do injetor e do detector foram de
200 e 240°C, respectivamente. A temperatura da coluna foi programada a 165°C durante 7,00
min, seguido por rampa de aquecimento de 4°C min™ até atingir 185°C, permanecendo assim
por 4,67 min, seguido por nova rampa de aquecimento de 6°C min até que a coluna atingisse
235°C, mantidos por 5,00 min, totalizando assim 30,00 min de anélise. Os tempos de retencéo
e as areas dos picos dos EMAG foram determinados utilizando o software ChromQuest 5.0.

Os &cidos graxos foram identificados a partir da comparacgéo de seus tempos de retencao
com padrbes SIGMA (USA) de composicdo conhecida. A quantificacdo absoluta dos EMAG
foi realizada através da padronizagdo interna, utilizando como padrdo o metil éster do acido
tricosanoico (23:0), da marca SIGMA (USA), e os calculos realizados segundo método de
Joseph & Ackman (1992). Fatores de correcdo teoricos (Visentainer, 2012) foram empregados
para a determinacdo dos valores de concentracdes (APENDICE D). A quantidade de cidos
graxos nas amostras foi calculada em mg g de lipidios totais (mg g de LT) utilizando a

Equacéo 1.

AcM Fer

X=—— Equacédo 1
ApM AFCEA
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Onde: Mx é a concentragdo do &cido graxo X em mg g de lipidios totais, Ax € a &rea do pico
do &cido graxo X, Ap é a area do pico do padréo interno (23:0), M, é a massa de padréo interno
adicionada a amostra em mg, Ma é a massa da amostra em g, Fct é o fator de correcéo teorico
do detector de ionizagdo em chama (DIC) e Fcea € o fator de conversdo de éster metilico para

acido graxo.

4.7. Determinacdo da Capacidade Antioxidante

As capacidades antioxidantes das racdes e dos filés de tilapia foram determinadas por
meio dos ensaios DPPH, FRAP e ABTS e também, analisando-se as fracGes hidrofilicas (H-
ORACk) e lipofilicas (L-ORACrL) do ensaio ORACF.. Como padréo de referéncia foi
utilizado Trolox (&cido (x)-6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico), para converter
a capacidade de inibicdo de cada amostra para capacidade antioxidante em equivalente Trolox

(ET).

4.7.1. Ensaios de Capacidade Antioxidante Seguindo Procedimento QUENCHER

Os ensaios DPPH, FRAP e ABTS foram realizados seguindo procedimento
QUENCHER (Serpen, Gokmen & Fogliano, 2012). Antes da realizacdo do procedimento as
amostras foram secas e peneiradas (80 mesh) para evitar qualquer interferéncia granulométrica,

pois a capacidade antioxidante é medida através do contato direto do radical com a amostra.
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4.7.1.1. Preparo da Solucéo de DPPH

A solucdo estoque de DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) foi preparada pela dissolucao
de 40 mg do radical DPPH em 200 mL de uma mistura etanol/agua (50:50, v/v). O valor de
absorbéancia entre 0,75 e 0,80 em 525 nm foi determinado diluindo-se os 200 mL da solucgéo
estoque com aproximadamente 800 mL de uma mistura etanol/agua (50:50, v/v) (Serpen et al.,
2012). Solucdes metandlicas de Trolox em diferentes concentracdes foram utilizadas para a
obtencdo da curva de calibragdo (y = 2,7892x + 5,3686; R2 = 0,9959), sendo a capacidade

antioxidante expressa em pumol de equivalente Trolox por grama de amostra (umol ET g2).

4.7.1.2. Preparo da Solucéo de FRAP

A solucio de FRAP foi preparada pela diluicdo de uma solucéo aquosa 10 mmol L de
TPTZ (2,4,6-Tris(2 piridil)-1,3,5-triazina) e 20 mmol L de cloreto férrico em uma solugéo
tampdo 300 mmol L! de acetato de sodio (pH 3,6) na proporcdo de 1:1:10 (v/v/v), como
descrito por Benzie & Strain (1996). As leituras de absorbancia foram realizadas em 593 nm.
Solugdes metandlicas de Trolox em diferentes concentracdes foram utilizadas para a obtencéo
das curvas de calibragdo (y = 0,04457x + 0,006; r2 = 0,9977 para volume final de 10 mL ey =
0,03949x - 0,0127; R2 = 10,9926 para volume final de 25 mL), sendo a capacidade antioxidante

expressa em pumol de equivalente Trolox por grama de amostra (umol ET g?).

4.7.1.3. Preparo da Solugéo de ABTS

No ensaio ABTS, a solucdo de trabalho foi preparada de acordo com Re et al. (1999),

reagindo-se a solugdo estoque de ABTS (7 mmol L) com solugdo de persulfato de potéssio
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(2,45 mmol L™). A solucdo final ficou em repouso, ao abrigo da luz e temperatura ambiente,
durante 12-16 h antes da utilizacdo. O valor de absorbancia entre 0,75 e 0,80 em 734 nm foi
determinado diluindo-se 10 mL da solucéo final com aproximadamente 800 mL de uma mistura
etanol/agua (50:50, v/v) (Serpen et al., 2012). Solugdes metanodlicas de Trolox em diferentes
concentracdes foram utilizadas para a obtencdo da curva de calibracdo (y = 3,7574x + 3,2715;
R2 = 0,9968), sendo a capacidade antioxidante expressa em pumol de equivalente Trolox por

grama de amostra (umol ET g).

4.7.1.4. Procedimento QUENCHER

Para a realizacdo dos ensaios DPPH, FRAP e ABTS seguindo procedimento
QUENCHER, 10 (£1,0) mg de cada amostra foram pesados em tubos de centrifuga protegidos
da luz e 10 mL das respectivas solucdes de trabalho adicionados aos tubos para iniciar as
reacOes. Com excecdo das amostras de filé, onde para o emprego do ensaio FRAP foi necessaria
uma diluicdo, sendo utilizado entdo 5 (+ 1,0) mg de amostra liofilizada e adicionados 25 mL da
solucgéo do reagente. Todos os tubos foram agitados por 60 min, seguidos de centrifugacao a
4000 rpm por 10 min. A absorbancia dos sobrenadantes foi medida em um espectrofotbmetro
UV-Vis da marca Thermo SCIENTIFIC, modelo GENESYS 10uv Scanning, nos
comprimentos de onda de 525 nm (para ensaio DPPH), 593 nm (para ensaio FRAP) e 734 nm

(para ensaio ABTS) (Serpen et al., 2012).

4.7.2. Capacidade Antioxidante Determinada pelo Ensaio ORACFkL

Os procedimentos de preparo dos extratos hidrofilicos (H-ORACEkL) e lipofilicos (L-

ORACEkL) para o ensaio ORACk. foram realizados de acordo com Prior et al. (2003).
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4.7.2.1. Preparo dos Extratos Lipofilicos (L-ORACFL) do Ensaio ORACFL

Para o preparo dos extratos lipofilicos do ensaio ORACkL, 0,5 g de cada amostra seca e
peneirada foi pesada em tubos de centrifuga e o conteudo lipofilico foi primeiramente extraido
com adicao de 10 mL de hexano. Apos a adicéo de solvente, os tubos foram agitados por 30 s,
seguidos de sonicacdo a 37°C por 5 min. Os tubos foram agitados duas vezes durante a etapa
de sonicacao para suspender as amostras. Na sequéncia, os tubos permaneceram a temperatura
ambiente por 10 min com agitacdo ocasional. Posteriormente, todas as amostras foram
centrifugadas a 4000 rpm por 10 min e os sobrenadantes foram coletados em baldes de fundo
chato. O residuo de cada amostra foi submetido ao mesmo procedimento descrito
anteriormente. Os sobrenadantes resultantes das duas extracdes sequenciais foram combinados,
concentrados em evaporador rotatdrio a 30°C e o extrato hexanico seco foi dissolvido em 1,5
mL de acetona e 4,5 mL de solugdo 7% de RMCD (B-ciclodextrina metilada aleatoriamente)
(50% acetona:50% &gua, Vv/v).

No ensaio L-ORACFL, os extratos foram diluidos com solucdo 7% de RMCD em
acetona/agua (50:50, v/v) até uma concentragdo apropriada para estar dentro do intervalo de
concentracéo da curva padrdo (y = 0,1885x + 2,1336, R?= 0,9905). A solugdo 7% de RMCD

foi utilizada como branco e para dissolver os padrdes de Trolox no ensaio lipofilico.

4.7.2.2. Preparo dos Extratos Hidrofilicos (H-ORACFL) do Ensaio ORACFL

As extracOes hidrofilicas foram realizadas com os residuos das extragdes lipofilicas pela

adicdo de 10 mL de uma mistura acetona/dgua/acido acético (70:29,5:0,5, v/v/v) e aplicando

0 mesmo procedimento utilizado nas extrac@es lipofilicas. As amostras foram centrifugadas a
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4000 rpm por 15 min e os sobrenadantes foram coletados em balGes volumétricos. A extracao
foi repetida, sendo os sobrenadantes combinados e diluidos para um volume final de 25 mL.
No ensaio H-ORACkFL, os extratos foram diluidos com acetona/agua/acido acético
(70:29,5:0,5, v/viv) até o intervalo de concentracdo apropriado para a curva padrdo (y =
0,3505x + 1,3897, R? = 0,9961). Padrdes de Trolox foram preparados em acetona/agua/acido

acetico (70:29,5:0,5, v/v/v) bem como o branco para o ensaio H-ORACk..

4.7.2.3. Ensaio ORACFL

Os ensaios H-ORACrL e L-ORACF. foram realizados a 37°C em um fluorimetro da
marca PerkinElmer, modelo VICTOR™ X4, utilizando microplacas pretas de 96 pocos, em
que a medida de excitagcdo/emissdo é feita a partir do topo da placa.

Uma aliquota de 20 pL das amostras diluidas foi adicionada a cada uma das células da
microplaca seguida pela adi¢do de 200 pL de solucdo 95,7 nmol Lt de fluoresceina sodica
preparada como descrito por Prior et al. (2003). A microplaca foi inserida no fluorimetro por
5 min para estabiliza¢do da temperatura. Em seguida, 75 pL da solu¢do de AAPH (2,2'-azobis-
(2-amidino-propano) dihidrocloreto), diluida em tampé&o fosfato 0,075 mol L™ (pH 7,0) com
concentracdo de 17,2 mg mL ™ para o ensaio L-ORACF_ e 8,6 mg mL™ para o ensaio H-
ORACF. foram adicionados a cada celula. As leituras foram iniciadas imediatamente em
intervalos de 1 min durante 30 ciclos de anlise. Os comprimentos de onda de excitacdo e de
emissdo foram 485 e 515 nm, respectivamente.

Os valores finais de H-ORACkL e L-ORACkL foram calculados utilizando um modelo

de regressdo linear (y = ax + b) entre concentracio de Trolox (umol L™1) e a area liquida sob a
curva de decaimento da fluoresceina, de acordo com Prior et al. (2003). A area abaixo da curva

(AUC) de decaimento da fluoresceina foi calculada utilizando a seguinte equacéo:
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AUC = (1 + fuffo + folfo +...+ frra/fo)

Onde: fo € a intensidade de fluorescéncia inicial e f, € a intensidade de fluorescéncia no tempo
n.

O valor de AUC liquido foi obtido subtraindo-se a area abaixo da curva de decaimento
da fluorescéncia do branco (AUC) do valor da amostra ou padrao (Wu et al., 2008).

Os resultados de capacidade antioxidante foram expressos em pmol de equivalente
Trolox por grama de amostra (umol ET g).

A capacidade antioxidante total (CAT) foi calculada somando-se os valores obtidos nos

ensaios H-ORACEL e L-ORACk..

4.8. Analises Estatisticas

Os resultados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e as médias foram
comparadas por meio do teste-t, utilizando o software Microsoft Office Excel, versdo 2013
(MICROSOFT, 2013) e do teste de Tukey, através do programa Statistica, versao 7.0
(STATSOFT, 1996). O nivel de significancia utilizado para rejei¢do da hipétese nula foi 5%

(p<0,05).
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5. Resultados e Discussao

5.1. Ra¢des Formuladas

5.1.1. Composicdo Proximal e em Acidos Graxos

Os resultados obtidos nas analises de umidade, cinzas, proteina bruta, lipidios totais e
carboidratos das ragdes dos tratamentos Controle, TI, TIl e T1I, assim como suas composi¢es
em &cidos graxos, sdo apresentados na Tabela 2. Comparando-se os resultados obtidos néo foi
observada diferenca significativa (p>0,05) entre a composigéo proximal das ra¢bes formuladas,
garantindo assim a caracteristica desejada de serem isoproteicas e isocaldricas, para que ndo

ocorram variaveis desordenadas no delineamento experimental.
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Tabela 2. Composi¢do proximal (g 100 g de racéo) e em acidos graxos (mg de acido graxo g

! de lipidios totais) das ragdes dos tratamentos Controle, TI, Tl e TIII

Tratamentos
Controle Tl TII THI
Umidade 7,51 + 0,102 7,64 + 0,05 7,36 + 0,252 7,43 + 0,04
Cinzas 5,35+ 0,172 5,27 + 0,032 5,31 + 0,012 5,24 + 0,032
Proteina Bruta 28,71 +£0,74%2 28,34+ 0,682 28,33 + 0,667 28,04 + 0,202
Lipidios Totais 6,10 + 0,05 6,02 + 0,362 5,72 + 0,032 5,87 0,132
Carboidratos” 52,33+0,74¢ 52,73+0,37% 5328+0,37°  5342+0,18?
Valor Energético™ 379,06 +0,33* 378,46 +1,46* 377,91+0,75* 378,68 + 0,50°
Acidos Graxos
16:0 130,40 + 8,238 129,54 + 4,45* 124,31+ 4,07 129,09 + 5,20?
16:1n-7 11,91 +0,712  1253+0,22® 11,49+0,51* 11,73 +0,59°
18:0 37,05+1,93 3681+0,75% 36,76+0,35* 36,58 +1,13%
18:1n-9 249,18 + 11,828 236,62 +2,23% 234,80 + 6,50° 245,75 + 9,432
18:1n-7 10,64 £0,79° 10,28 +0,09° 10,15+0,38% 10,17 + 0,432
18:2n-6 391,75+ 15,37% 278,49 +0,30° 258,76 + 7,47° 388,26 + 17,30?
18:3n-3 15,51 +0,28° 56,96 +1,26° 52,24+168° 1553 +0,10°
18:2c9t11 nd 23,85+0,222 22,98 + 0,632 nd
19:2n-7 nd 2,39 + 0,022 2,35+ 0,072 nd
18:2t10c12 nd 26,01 £0,522 22,80 +0,61° nd
18:3c9t11t13 (alfa-ESA) nd 34,68 +0,37% 32,83+ 1,072 nd
18:3t9t11t13 (beta-ESA) nd 15,43 +0,01* 15,03 + 0,272 nd
AGS 167,45 + 8,458 166,35+ 4,522 161,07 +4,08% 165,67 + 5,322
AGMI 271,73 £11,878 259,43 +2,24% 256,45+ 6,53* 267,65 + 9,462
AGPI 407,26 + 15,382 437,81 +1,46% 406,99 + 7,79 403,79 + 17,30?
n-6 391,75+ 15,382 278,49 +0,30° 258,76 + 7,47° 388,26 + 17,30?
n-3 15,51 +0,28° 56,96 +1,26° 52,24+168° 1553 +0,10°
CLA nd 49,86 + 0,57 45,77 +0,88" nd
CLnA nd 50,11 + 0,37 47,87 + 1,112 nd
n-6/n-3 25,25+ 0,042 4,89 +0,02° 4,95 + 0,04° 25,01 + 0,05
AGPI/AGS 2,43 +0,06° 2,63+0,03*  2,53+0,03P 2,44 +0,05°

Média dos valores + desvio padrdo; n = 3. Diferentes letras na mesma linha indicam diferenca significativa
(p<0,05) pelo teste de Tukey e pelo teste-t. *Valores calculados por diferenca; **Expresso em kcal 100 g* de
racdo; 18:2c9t11 e 18:2t10c12 (isbmeros do &cido linoleico conjugado - CLA); 18:3c9t11t13 e 18:3t9t11t13
(isémeros do acido linolénico conjugado - CLnA); alfa-ESA = &cido alfa-eleostedrico; beta-ESA = &cido beta-
eleostearico; nd = ndo detectado; AGS = somatdrio de &cidos graxos saturados; AGMI = somatério de &cidos
graxos monoinsaturados; AGPI = somatdrio de acidos graxos poli-insaturados; n-6 = somatorio de &cidos graxos
®-6; n-3 = somatorio de acidos graxos »-3; CLA = somatorio dos isdmeros do acido linoleico conjugado; CLnA
= somatorio dos isdmeros do acido linolénico conjugado; n-6/n-3 = razio entre os somatdrios de acidos graxos -
6 ¢ ®-3; AGPI/AGS = razao entre os somatdrios de acidos graxos poli-insaturados e saturados. Controle: éleo de
girassol; TI: 6leo de tungue + dleo de chia + CLA + vitamina E; TII: 6leo de tungue + 6leo de chia + CLA +
vitamina E + selénio; TIII: dleo de girassol + extrato etandlico de residuo de acerola.
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Com relacio a composicdo em acidos graxos (APENDICES E, F, G e H), todas as racdes
desenvolvidas apresentaram como &cido graxo saturado majoritario o acido palmitico (16:0) e
0 maior contribuinte no somatorio de acidos graxos monoinsaturados o acido oleico (18:1n-9),
sendo que nao houve diferenca significativa (p>0,05) entre as quantidades encontradas desses
acidos graxos nos diferentes tratamentos.

Para a classe de acidos graxos poli-insaturados, foram encontrados valores elevados de
acido linoleico (18:2n-6) nas ragdes Controle e TIIl (391,75 e 388,26 mg g* de LT,
respectivamente) em comparagdo com as racdes Tl e TII, que apresentaram valores iguais a
278,49 e 258,76 mg g de LT, respectivamente. No entanto, valores muito superiores do acido
alfa-linolénico (18:3n-3) foram obtidos nas racdes Tl e TII, 56,96 e 52,24 mg g™ de LT,
respectivamente, em comparagdo com as ragdes Controle e TIlI (15,51 e 15,53 mg gt de LT,
respectivamente), o que resultou em uma grande diferenca entre as razbes n-6/n-3 dos
tratamentos.

O teor de LNA (18:3n-3) obtido nas racbes Tl e TII foi aproximadamente 3 vezes
superior ao encontrado nas ragdes Controle e TIII. Isso pode ser explicado pela adicdo de dleo
de chia, que é rico nesse acido graxo da familia n-3, as ragdes Tl e TIl, enquanto que nas racbes
Controle e TIII a fonte lipidica utilizada foi o 6leo de girassol, caracterizado por apresentar
baixos teores de LNA.

Justi et al. (2003) encontraram a mesma superioridade dos acidos graxos palmitico
(16:0), oleico (18:1n-9), linoleico (18:2n-6) e alfa-linolénico (18:3n-3), nos tratamentos para
tildpias do Nilo suplementados com 6leo de linhaca.

Observando-se os acidos graxos provenientes do 6leo de tungue (alfa-ESA e beta-ESA)
e isdbmeros do CLA (18:2c9t11 e 18:2t10c12), adicionados as ra¢fes dos Tratamentos | e Il,

pode-se perceber que houve diferenca significativa (p<0,05) apenas entre as quantidades
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encontradas do isdmero 18:2t10c12 do é&cido linoleico conjugado nas racdes dos dois

tratamentos.

5.1.2. Capacidade Antioxidante

Quanto a capacidade antioxidante das racdes, os resultados encontrados na aplicacao

dos ensaios DPPH, FRAP, ABTS e ORACk_ estdo dispostos na Tabela 3.

Tabela 3. Capacidade antioxidante das racGes dos tratamentos Controle, TI, TII e TIII

determinada por diferentes ensaios (umol ET g*)

*

DPPH FRAP ABTS H-ORACr. L-ORACr.  CAT
Controle 10,24+0,58% 15,57+0,24° 17,39+1,00° 36,83+0,99¢ 1,28+0,09° 38,11+0,99¢
Tl 14,80+0,35° 16,18+0,58" 20,29+0,96° 69,56+5,298 2,91+0,09% 72,47+5,29°
TIl  13,01+0,56° 15,32+0,08° 20,78+0,35*" 50,43+0,36° 1,36+0,21° 51,79+0,41°
THI  16,31+0,23% 18,11+0,88% 21,79+0,33% 60,16+1,82° 1,76+0,13° 61,92+1,83"

Média dos valorestdesvio padrdo; n = 4. Diferentes letras na mesma coluna indicam diferenca significativa
(p<0,05) pelo teste de Tukey. *Capacidade Antioxidante Total = H-ORACg. + L-ORACE.. Controle: 6leo de
girassol; TI: 6leo de tungue + 6leo de chia + CLA + vitamina E; TII: 6leo de tungue + dleo de chia + CLA +
vitamina E + selénio; TIII: 6leo de girassol + extrato etandlico de residuo de acerola.

Em todos os ensaios aplicados seguindo procedimento QUENCHER (DPPH, FRAP e
ABTS), a racdo do Tratamento 111, com adi¢do de extrato etanolico de residuo de acerola, foi a
que apresentou os maiores valores de capacidade antioxidante. No entanto, de forma geral,
todas as racdes suplementadas (T1, T1l e TI1I) apresentaram capacidade antioxidante superior a
racdo Controle. Exceto na aplicacdo do ensaio FRAP, em que n&o foi observada diferencga
significativa (p>0,05) entre os valores de capacidade antioxidante das ra¢cdes Controle, Tl e TII.

No ensaio ORACkL, a ragdo do Tratamento | apresentou resultados superiores em ambas

fragbes analisadas (H-ORACFL e L-ORACkL), enquanto que a ragdo do Tratamento IlI
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apresentou resultados intermediarios de capacidade antioxidante, seguida pela racdo do
Tratamento Il que apresentou 0s menores valores.

A existéncia de compostos fenolicos, como os &cidos clorogénico e cafeico, miricetina,
quercetina e kaempferol, presentes no 6leo de chia (Ixtaina et al., 2011), adicionado as racoes
dos Tratamentos | e Il, pode estar relacionada com o fato da racdo do Tratamento | ter
apresentado alto valor de H-ORACFL, isSO porque esses compostos apresentam carater
hidrofilico. Enquanto que o alto valor de capacidade antioxidante encontrado na fracéo
lipofilica (L-ORACEFL) para a ragdo TI pode estar relacionado com a inclus&o de vitamina E e
também pela existéncia, em concentracdes consideraveis, de tocoferodis no 6leo de chia (Ixtaina
et al., 2011). No entanto, 0 mesmo comportamento ndo foi observado na racdo do Tratamento
Il, indicando um possivel efeito antagdnico devido a inclusdo de selénio na racdo desse
tratamento.

O resultado também elevado de capacidade antioxidante encontrado no ensaio H-
ORACFL para a ragdo do Tratamento Ill, suplementada com extrato etandlico de residuo de
acerola, foi observado possivelmente porque a acerola apresenta em sua composi¢do compostos
fendlicos como os é&cidos p-cumarico, ferulico, cafeico e clorogénico, que possuem
caracteristica hidrofilica (Vendramini et al., 2004).

Além disso, o0 ensaio ORACE. indicou que os antioxidantes hidrofilicos sdo 0os maiores
contribuintes na capacidade antioxidante total (CAT) das ra¢des, sendo responsaveis por mais
de 90% do valor total. Resultado semelhante foi observado em diferentes matrizes alimentares,

como frutas e vegetais, em estudos realizados por Wu et al. (2004).



65

5.2. Filés de Tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus)

5.2.1. Crescimento e Ganho de Massa

As diferentes ragdes suplementadas foram inseridas na dieta dos peixes quando estes
apresentavam massa média de 15,00 g e comprimento médio de 6,00 cm. Durante 0s 60 dias de
confinamento as tilapias apresentaram boa aceitabilidade e adaptabilidade frente aos
tratamentos empregados, apresentando expressivo crescimento e ganho de massa. A Figura 18
traz 0 ganho de massa e o crescimento das tilapias que receberam as ragdes dos Tratamentos |,

I1 e 111 apds os 60 dias de confinamento.

Il Ganho de Massa (g)
| Crescimento {cm)

51,68

|-
[l

Figura 18. Ganho de massa e crescimento das tilapias ap6s 60 dias de confinamento.

As tildpias alimentadas com a racdo do Tratamento Ill apresentaram 0s maiores
crescimentos, seguidas pelas alimentadas com o Tratamento Il, enquanto que o menor

desenvolvimento foi apresentado pelas tilapias alimentadas com o Tratamento |.
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O tamanho medio das tilapias passou de 6,00 cm para 13,50 cm e 0 peso medio de 15,00
g para 45,65 g para o Tratamento I. As tilapias alimentadas com o Tratamento Il passaram de
6,00 cm para 14,50 cm e 0 peso médio aumentou de 15,00 g para 58,33 g, enquanto que as
tilapias que receberam o Tratamento Il passaram de 6,00 cm para 16,00 cm e tiveram um
grande ganho de massa, passando de 15,00 g para 66,68 g em media ao longo dos 60 dias de

experimento.

5.2.2. Composicdo em Acidos Graxos

As composicdes em acidos graxos dos filés de tilapia em 0, 15, 30, 45 e 60 dias de
suplementacdo com as racdes dos Tratamentos I, Il e I11, sdo encontradas respectivamente nas
Tabelas 4, 5e 6 (APENDICES I, J, K, L, M e N).

Um total de 28 acidos graxos foram identificados e quantificados nos filés das tilapias
alimentadas com os Tratamentos | e Il, enquanto que nos filés resultantes do Tratamento I,
foram encontrados 23 4&cidos graxos. Assim como na composicdo lipidica das racdes
desenvolvidas (Tabela 2), o acido graxo saturado majoritario nos filés de tilapia de todos os
tratamentos foi o acido palmitico (16:0), bem como o maior contribuinte no somatorio de acidos
graxos monoinsaturados o acido oleico (18:1n-9), havendo diferenca significativa (p>0,05) na

quantidade desses acidos graxos nos diferentes tempos de confinamento.



67

Tabela 4. Composicio em &cidos graxos (mg de acido graxo g de lipidios totais) dos filés de

tilapia nos diferentes tempos de confinamento (Tratamento 1)

Acidos Graxos 0 Dias 15 Dias 30 Dias 45 Dias 60 Dias
14:0 19,35+0,85* 13,57+0,20° 11,30+0,14% 17,02+0,05° 16,22+0,37°
16:0 187,16+6,72° 154,21+0,33° 149,01+4,61¢ 172,15+1,67° 169,36+5,56°
16:1n-9 6,70+0,19*  4,14+0,07° 3,48+0,11°¢ 3,94+0,10° 3,93+0,07°
16:1n-7 37,71+1,03%  25,49+0,13° 21,54+0,78% 27,34+0,32° 24,13+0,87°
16:1n-5 2,05+0,02¢ 1,90+0,09° 1,91+0,02¢ 2,95+0,11° 2,63+0,11°
18:0 56,81+2,39° 57,52+0,44° 57,98+2,74> 61,87+0,56*° 65,33+3,272
18:1n-11 2,84+0,08? 1,86+0,07¢ 0,98+0,05° 2,25+0,08" 1,64+0,02¢
18:1n-9 246,52+8,53* 219,19+0,76° 203,95+6,20° 245,20+4,14% 241,31+7,412
18:1n-7 21,58+0,88% 19,74+0,14*® 17,94+0,71> 20,58+0,73* 18,71+0,74°
18:2n-6 122,32+4,48° 130,52+1,14° 144,88+3,86° 153,24+2,08*° 156,59+5,322
18:3n-6 6,87+0,27° 527+0,17°  4,67+0,27°  5,02+0,18"  4,83+0,28°
18:3n-3 6,56+0,20¢  11,07+0,34° 15,14+0,55° 18,00+0,12%  19,03+0,80?

18:2c9t11 nd 4,71+0,21¢ 8,29+0,35¢  10,17+0,36°  11,49+0,54
19:2n-7 nd 1,36+0,05>¢  1,33+0,09¢ 1,56+0,07¢  1,51+0,08%°
18:2t10c12 nd 3,69+0,06° 5,76+0,18° 7,25+0,35° 7,960,402
20:1n-9 12,04+0,30° 11,09+0,28>¢ 10,55+0,81° 13,46+0,45* 12,30+0,382°
20:2n-6 2,73+0,10? 1,90+0,04° 1,08+0,04¢ 1,28+0,07¢ 1,06+0,04¢
20:3n-6 6,06+0,11°¢ 6,38+0,08° 6,76+0,20P 7,14+0,06° 6,75+0,18"
21:0 9,85+0,36° 9,77+0,27% 8,70+0,32°  8,07+0,19°¢  7,61+0,21°
20:4n-6 (AA) 15,71+0,41*  16,55+0,36*° 15,85+0,57% 10,82+0,23° 10,69+0,20°
20:4n-3 1,14+0,05¢ 2,16+0,09¢ 2,73+0,08¢ 3,07+0,14° 3,46+0,157
18:3c9t11t13 (alfa-ESA) nd 4,580,051 7,06+0,11°¢ 9,61+0,10°  10,51+0,08?
20:5n-3 (EPA) 1,35+0,072 1,14+0,05° 0,96+0,02¢ 0,92+0,03¢ 0,85+0,03¢
18:3t9t11t13 (beta-ESA) nd 0,99+0,04¢ 1,57+0,10° 2,23+0,09° 2,50+0,05%
22:4n-6 7,12+0,15° 6,44+0,20P 5,70+0,24°  4,50+0,08¢ 3,79+0,11°
22:5n-6 14,66+0,54* 14,55+0,30*° 13,34+0,47°  7,84+0,19° 6,75+0,26¢
24:0 3,68+0,12° 3,04+0,05P 2,85+0,07" 2,22+0,08¢ 2,41+0,04°
22:6n-3 (DHA) 14,67+0,64° 12,79+0,39° 11,73+0,40°  6,74+0,25° 6,45+0,04°
AGS 276,84+7,19* 238,10+0,65° 229,85+5,38° 261,33+1,78° 260,93+6,472
AGMI 329,44+8,65% 283,42+0,84° 260,34+6,35¢ 315,73+4,25° 304,64+7,51°
AGPI 199,19+4,59¢ 224,10+1,38" 246,85+4,04% 249,40+2,20° 254,21+5 452
n-6 175,47+4,54° 181,61+1,26*° 192,29+3,95% 189,84+2,11% 190,465,342

n-3 23,72+0,68° 27,16+0,53° 30,56+0,68% 28,73+0,31*° 29,78+0,82?
CLA nd 8,39+0,22¢  14,05+0,39° 17,43+0,50° 19,450,672
CLnA nd 5,57+0,07¢ 8,63+0,14°  11,84+0,13° 13,01+0,09?
n-6/n-3 7,40+0,04° 6,69+0,02° 6,29+0,03¢  6,61+0,02°¢  6,39+0,04"¢

AGPI/AGS 0,72+0,03¢ 0,94+0,01¢ 1,0740,03*  0,95+0,01°¢  0,97+0,03"

Média dos valorestdesvio padrdo; n = 3. Diferentes letras na mesma linha indicam diferenca significativa (p<0,05)
pelo teste de Tukey. 18:2c9t11 e 18:2t10c12 (isbmeros do acido linoleico conjugado - CLA); 18:3c9t11t13 e
18:3t9t11t13 (isdbmeros do acido linolénico conjugado - CLnA); alfa-ESA = &cido alfa-eleostearico; beta-ESA =

acido beta-eleostearico; AA =

4cido araquidbnico; EPA

= &cido eicosapentaenoico; DHA =

acido
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docosahexaenoico; nd = ndo detectado; AGS = somatorio de acidos graxos saturados; AGMI = somatorio de acidos
graxos monoinsaturados; AGPI = somatorio de acidos graxos poli-insaturados; n-6 = somatorio de acidos graxos
®-6; n-3 = somatorio de acidos graxos »-3; CLA = somatorio dos isdmeros do acido linoleico conjugado; CLnA
= somatorio dos isdmeros do acido linolénico conjugado; n-6/n-3 = razio entre os somatérios de acidos graxos -
6 ¢ ®-3; AGPI/AGS = razdo entre os somatdrios de acidos graxos poli-insaturados e saturados. TI: 6leo de tungue
+ 0leo de chia + CLA + vitamina E.

Tabela 5. Composicdo em acidos graxos (mg de acido graxo g de lipidios totais) dos filés de

tildpia nos diferentes tempos de confinamento (Tratamento I1)

Acidos Graxos 0 Dias 15 Dias 30 Dias 45 Dias 60 Dias
14.0 19,35+0,85* 14,23+0,27¢ 12,88+0,17¢ 15,67+0,08° 16,36+0,03"
16:0 187,16+6,72% 153,79+3,46° 150,70+3,15° 158,12+1,97¢ 171,17+0,81°
16:1n-9 6,70+0,19? 4,25+0,14° 3,74+0,09°  4,00+0,14°¢  4,15+0,01°
16:1n-7 37,71+1,03*  24,64+0,68° 20,66+0,35° 23,59+0,06° 24,69+0,22°
16:1n-5 2,05+0,02¢ 1,94+0,07¢  2,02+0,03%¢  2,81+0,01° 3,21+0,01°
18:0 56,81+2,39° 58,38+1,47° 61,52+1,24** 60,01+0,61*° 64,01+2,79°
18:1n-11 2,84+0,08%  2,06+0,04°¢  1,94+0,02¢  2,17+0,08°¢  2,22+0,02°
18:1n-9 246,52+8,53* 220,68+2,96"¢ 207,93+2,78° 223,76+0,25°¢ 229 54+9,85P
18:1n-7 21,58+0,88% 19,43+0,70° 17,66+0,47¢ 18,71+0,06>° 18,89+0,66"¢
18:2n-6 122,32+4,48" 126,57+3,43" 137,09+3,21% 145,64+0,16% 144,41+4,572
18:3n-6 6,870,272 5,38+0,17° 4,92+0,20° 5,24+0,03° 5,06+0,20°
18:3n-3 6,56+0,20¢  12,16+0,40° 15,51+0,68° 17,81+0,01* 18,58+0,18%

18:2cot11 nd 5,80+0,19¢ 9,13+0,20°  10,89+0,04*° 11,16+0,47?
19:2n-7 nd 1,61+0,04°  1,66+0,04>¢  1,75+0,04%  1,72+0,032°
18:2t10c12 nd 4,25+0,15° 6,58+0,13" 7,66+0,017 8,01+0,19°
20:1n-9 12,04+0,30°  13,26+0,22% 12,48+0,30>¢ 13,45+0,06*° 13,03+0,41%°
20:2n-6 2,73+0,10? 2,03+0,08" 1,59+0,06° 1,52+0,01° 1,43+0,01°
20:3n-6 6,06+0,11¢  6,61+0,14>¢ 6,85+0,18*"  7,08+0,09? 6,43+0,15°

21:0 9,85+0,36% 9,19+0,05° 8,78+0,36" 8,01+0,13° 7,43+0,11°

20:4n-6 (AA) 15,71+0,41%  14,2940,41° 12,73+0,37° 11,52+0,14%  9,65+0,13°
20:4n-3 1,14+0,05¢ 2,58+0,09¢ 3,24+0,11° 3,48+0,05%  3,33%0,112°
18:3c9t11t13 (alfa-ESA) nd 5,43+0,22¢ 7,99+0,25P 9,69+0,01*  10,14+0,322
20:5n-3 (EPA) 1,35+0,072 1,16+0,02° 0,98+0,04°¢ 0,98+0,02¢ 0,89+0,02°
18:3t9t11t13 (beta-ESA) nd 1,19+0,03¢ 2,20+0,09° 2,62+0,04° 2,86+0,102
22:4n-6 7,1240,15% 6,17+0,10° 5,29+0,24¢ 4,49+0,02¢ 3,9740,01°
22:5n-6 14,66+0,54° 13,9740,12° 12,54+0,69° 10,37+0,16°  8,32+0,10¢

24:0 3,68+0,122 3,18+0,09° 2,91+0,13° 2,52+0,05¢ 2,21+0,04¢

22:6n-3 (DHA) 14,67+0,64° 11,60+0,02°  9,45+0,49° 7,06+0,25¢ 5,57+0,09°
AGS 276,84+7,19% 238,78+3,77° 236,79+3,41° 244,32+2,07° 261,17+2,90°

AGMI 329,44+8,65* 286,26+3,13" 266,41+2,86° 288,49+0,32° 295 74+9,88°

AGPI 199,19+4,59¢ 220,81+3,51° 237,75+3,45% 247,81+0,39% 241,53+4,63%

n-6 175,4744,54* 175,02+3,47* 181,01+3,33* 185,86+0,28% 179,27+4,58?
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n-3 23,72+0,68" 27,50+0,41*  29,18+0,84% 29,33+0,26° 28,37+0,23%
CLA nd 10,05+0,24°  15,71+0,24> 18,55+0,04*° 19,17+0,51?
CLnA nd 6,63+0,22°  10,19+0,27° 12,32+0,04* 13,01+0,33°
n-6/n-3 7,40+0,04% 6,360,02° 6,20+0,03" 6,34+0,01° 6,32+0,03"
AGPI/AGS 0,72+0,03° 0,92+0,02° 1,00+0,02% 1,01+0,012 0,92+0,02"

Média dos valorestdesvio padrdo; n = 3. Diferentes letras na mesma linha indicam diferenca significativa (p<0,05)
pelo teste de Tukey. 18:2c9t11 e 18:2t10c12 (isbmeros do acido linoleico conjugado - CLA); 18:3c9t11t13 e
18:3t9t11t13 (isdbmeros do acido linolénico conjugado - CLnA); alfa-ESA = &cido alfa-eleostearico; beta-ESA =
acido beta-eleostedrico; AA = acido araquidonico; EPA = &cido eicosapentaenoico; DHA = &cido
docosahexaenoico; nd = ndo detectado; AGS = somatorio de acidos graxos saturados; AGMI = somatorio de acidos
graxos monoinsaturados; AGPI = somatorio de acidos graxos poli-insaturados; n-6 = somatorio de acidos graxos
®-6; n-3 = somatorio de 4cidos graxos ®-3; CLA = somatorio dos isémeros do acido linoleico conjugado; CLnA
= somatorio dos isdmeros do acido linolénico conjugado; n-6/n-3 = razio entre os somatorios de acidos graxos -
6 ¢ ®-3; AGPI/AGS = razdo entre 0s somatorios de &cidos graxos poli-insaturados e saturados. TIl: éleo de tungue
+ 6leo de chia + CLA + vitamina E + selénio.

Com relagédo aos acidos graxos poli-insaturados encontrados nos filés dos Tratamentos
I e Il (Tabelas 4 e 5), pode-se destacar a incorporacdo do acido graxo essencial alfa-linolénico
(18:3n-3), precursor da familia de acidos graxos dmega-3, nos filés de tilapia. Esse acido graxo
incorporado a dieta dos peixes por meio da suplementacdo da ragcdo com 6leo de chia, resultou
em um aumento de 2,90 e 2,83 vezes o teor desse acido graxo nos filés das tilapias alimentadas
com os Tratamentos | e I1, respectivamente, ao longo dos 60 dias de experimento. Os resultados
obtidos foram superiores aos encontrados por Visentainer et al. (2005) na suplementagéo de
tildpias do Nilo com éleo de linhaga, onde foi observada a incorporacdo de 18,8 mg de LNA g
1 de LT nos filés suplementados com 1,25% de dleo de linhaga, enquanto que no presente
trabalho, niveis semelhantes do acido alfa-linolénico foram alcangados utilizando-se apenas
0,63% de Oleo de chia na composicdo alimentar dos tratamentos, em um menor periodo de
suplementagéo.

Analisando-se a incorporacdo do &cido linoleico conjugado (CLA), pode-se perceber
uma predominéncia do isémero c9, t11 em relagdo ao isémero t10, c12, nos filés de ambos os
Tratamentos (I e 11). Sendo que a quantidade nesses acidos graxos foi aumentada de 4,71 mg g
lde LT para 11,49 mg g de LT (18:2c9t11) e de 3,69 mg gtde LT para 7,96 mg g*de LT

(18:2t10c12) nos filés das tilapias que receberam o Tratamento I, enquanto que nos filés
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resultantes da alimentagio com o Tratamento Il um aumento de 5,80 mg g™t de LT para 11,16
mg g* de LT foi encontrado para o isdmero 18:2¢9t11 e uma elevacdo de 4,25 mg g*de LT
para 8,01 mg g de LT foi verificada para o isdmero 18:2t10c12.

Em geral, os resultados obtidos foram superiores aos encontrados em produtos lacteos
e carne de ruminantes (fontes naturais de CLA), 0s quais possuem niveis muito baixos de CLA,
ao redor de 3e 6 mg g™t de LT (Santos et al., 2011). Resultados semelhantes foram encontrados
por Santos, Furuya, Matsushita, Silva, Silva & Botaro (2007) na suplementacéo de tilapias do
Nilo utilizando 2% de CLA por um periodo de 90 dias.

A suplementacdo com 6leo de tungue nas ra¢fes dos Tratamentos | e Il resultou na
incorporacdo dos acidos linolénico conjugados (CLnAs) alfa-ESA e beta-ESA nos filés das
tilapias, com superioridade do primeiro nos filés de ambos os tratamentos. Um aumento de mais
de duas vezes do valor inicial desses acidos graxos foi verificado, exceto para o acido graxo
alfa-ESA nos filés do Tratamento |1, o qual apresentou um aumento de apenas 1,87 em relacédo
ao valor inicial.

Foi verificada uma diminuicdo nas razdes n-6/n-3 e um aumento nas razdes AGPI/AGS
nos diferentes tempos de confinamento nos filés dos Tratamentos | e Il. Os valores de
AGPI/AGS ao redor de 1,00 para os filés de ambos os tratamentos estdo dentro do recomendado
por Simopoulos (2002a), no qual afirma que valores inferiores a 0,4 ndo séo adequados para a
salde em relacdo a prevencao de doengas cardiacas.

Como os filés referentes ao tempo zero foram oriundos da alimentagdo com a ragéo
Controle, estes ndo apresentaram os diferentes acidos graxos (18:2c9t11; 18:2t10c12; alfa- ESA
e beta-ESA) incorporados as ra¢6es dos Tratamentos | e II.

Analisando-se a composi¢do em &cidos graxos poli-insaturados dos filés que receberam
o Tratamento Il (Tabela 6), pode-se perceber que o acido linoleico (18:2n-6), assim como nos

filés dos Tratamentos | e 11, € o componente principal desse grupo de acidos graxos, porém 0s
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valores encontrados para esse acido graxo essencial, precursor da familia de acidos graxos
0mega-6, foram superiores aos obtidos nos filés das tilapias que receberam os Tratamentos | e
I, chegando ao valor maximo de 207,12 mg g™ de LT no periodo de 60 dias de confinamento.
No entanto, valores muito inferiores do &cido graxo alfa-linolénico (18:3n-3) foram
apresentados nos filés das tilapias que receberam o Tratamento 111 em comparagdo com os filés
dos demais tratamentos desenvolvidos. Sendo que, os valores obtidos foram aproximadamente
3 vezes menores que os encontrados nos filés dos Tratamentos | e Il. Essa diferenca foi
evidenciada nas razGes n-6/n-3 que alcancaram valores muito acima do recomendado
(Simopoulos, 2002b), mostrando a influéncia direta da alimentacdo na composicéo e qualidade

da carne do pescado (Visentainer et al., 2005).
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Tabela 6. Composicdo em &cidos graxos (mg de acido graxo g de lipidios totais) dos filés de

tilapia nos diferentes tempos de confinamento (Tratamento 111)

Acidos Graxos 0 Dias 15 Dias 30 Dias 45 Dias 60 Dias
14:0 19,35+0,85°  14,80+0,59° 14,25+0,63° 14,40+0,60° 22,25+0,90?
16:0 187,16+6,72 163,86+3,59° 164,51+4,30° 159,28+5,83° 199,36+0,522
16:1n-9 6,70+0,192 5,12+40,08°  4,69+0,22° 4,81+0,26° 5,76+0,08°
16:1n-7 37,71+1,03%  28,42+0,76° 26,64+1,23° 27,10+1,46° 36,75+0,79°
16:1n-5 2,05+0,02¢  2,35+0,05°¢  3,34+0,32% 2,48+0,11° 2,67+0,16°
18:0 56,81+2,39%  52,24+0,84° 50,22+0,78° 46,31+0,95° 52,90+1,44°
18:1n-11 2,84+0,08%  2,09+0,07°¢  1,90+0,10¢  2,28+0,05°  2,59+0,15°
18:1n-9 246,5248,53¢ 241,65+9,71°9 228,61+5,95¢ 301,27+3,26% 264,77+4,11°
18:1n-7 21,58+0,88%  21,29+0,38% 20,80+0,78* 20,18+1,52% 21,56+0,072
18:2n-6 122,32+4,48° 150,24+2,119 179,25+3,17° 189,62+2,48° 207,12+3,172
18:3n-6 6,87+0,27°¢  6,80+0,16°  7,58+0,42°¢ 7,80+0,17°  8,97+0,422
18:3n-3 6,56+0,20P 5,61+0,21¢  5,95+0,05%¢ 6,16+0,07°¢  7,03+0,26%
20:1n-9 12,04+0,30*  11,67+0,10° 9,82+0,29° 10,21+0,35° 10,40+0,22°
20:2n-6 2,73+0,102 2,4740,03°  1,83+0,119 1,88+0,04%¢  2,05+0,02°
20:3n-6 6,06+0,11° 6,91+0,10°  7,99+0,04*  7,98+0,28%  8,37+0,21?
21:0 9,85+0,36™¢  10,04+0,25°¢ 10,44+0,17*® 9,80+0,15° 10,72+0,15?

20:4n-6 (AA)  15,71+0,41°  15,99+0,66° 17,63+0,49% 14,72+0,69° 16,05+0,25°
20:4n-3 1,14+0,05°  1,04+0,05*° 1,12+0,06*° 1,01+0,03° 1,04+0,022°

20:5n-3 (EPA)  1,3540,07*  0,75+0,04>  0,65+0,04°¢ 0,61+0,03° 0,64+0,04"¢
22:4n-6 7,12+0,15° 7,6940,26%  8,0240,10° 6,73+0,04°¢  6,68+0,20°
22:5n-6 14,66+0,54°  18,30+0,70° 22,23+0,47% 16,98+0,57° 17,60+0,20°
24:0 3,68+0,122 2,0940,09°  1,77+0,03°  1,26+0,03¢  1,14+0,02¢
22:6n-3 (DHA) 14,67+0,64®  9,37+0,45°  8,26+0,27° 5,24+0,30¢  4,82+0,01¢
AGS 276,84+7,19% 243,03+3,74° 241,19+4,42" 231,05+5,94° 286,37+1,782
AGMI 329,44+8,65>¢ 312,57+9,75%4 295 79+6,15% 368,33+3,91% 344,50+4,20°
AGPI 199,19+4 599 225,19+2,40° 260,51+3,29° 258,72+2,68" 280,36+3,232
n-6 175,47+4,54% 208,42+2 34° 244 53+3,28" 245 71+2,66° 266,82+3,222
n-3 23,7240,68*  16,77+0,50° 15,98+0,28° 13,01+0,31¢ 13,54+0,26°
n-6/n-3 7,40£0,04°  12,43+0,03Y 15,30+0,02° 18,88+0,03° 19,71+0,02?
AGPI/AGS 0,72+0,03¢ 0,93+0,02¢  1,08+0,02%¢  1,12+0,03*  0,98+0,01°

Média dos valorestdesvio padrdo; n = 3. Diferentes letras na mesma linha indicam diferenca significativa (p<0,05)
pelo teste de Tukey. AA = acido araquiddnico; EPA = acido eicosapentaenoico; DHA = 4cido docosahexaenoico.
AGS = somatorio de acidos graxos saturados; AGMI = somatério de &cidos graxos monoinsaturados; AGPI =
somatério de &cidos graxos poli-insaturados; n-6 = somatorio de acidos graxos ®-6; n-3 = somatorio de acidos
graxos ®-3; N-6/n-3 = razéo entre os somatérios de acidos graxos w-6 e w-3; AGPI/AGS = razdo entre 0s
somatdrios de acidos graxos poli-insaturados e saturados. TIII: 6leo de girassol + extrato etandlico de residuo de
acerola.

Os niveis de EPA (20:5n-3), DHA (22:6n-3) e AA (20:4n-6), importantes acidos graxos

poli-insaturados de cadeia longa (AGPI-CL), diminuiram ao longo dos 60 dias de experimento
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nos filés dos Tratamentos I e 1. O mesmo comportamento foi verificado por Santos et al. (2009)
na suplementacdo de dietas para pacu com CLA. De acordo com Berge, Ruyter & Asgard
(2004), o CLA afeta 0 metabolismo dos acidos graxos de tal forma a contribuir para uma
utilizacdo mais eficiente dos acidos graxos essenciais e para menor deposi¢do dos acidos graxos
poli-insaturados de cadeia longa. Além disso, a suplementacdo com CLA inibe a producéo de
acidos graxos adipogénicos, como o acido araquidénico (AA) (Santos et al., 2007).

No entanto, nos filés do Tratamento Ill, um aumento no teor do AA foi verificado
devido a ocorréncia em altos niveis do acido graxo precursor da familia ®-6 (18:2n-6), enquanto
que uma reducdo foi apresentada nos teores do EPA e DHA, pela baixa ocorréncia nesse
tratamento do acido alfa-linolénico (18:3n-3), precursor da familia de acidos graxos ®-3. Além
disso, durante o processo de elongacdo e dessaturacdo, os dois grupos de &cidos graxos
compartilham as mesmas enzimas responsaveis pela conversdo dos acidos graxos de cadeia
longa. Com isso, existe uma competicdo entre os acidos graxos n-3 e n-6, onde o excesso de
um grupo causa um significante decréscimo no rendimento de conversdo do outro (Dubois et

al., 2007).

5.2.3. Indices de Qualidade Nutricional

Para estimar a qualidade lipidica de um alimento sdo aplicados trés indices que avaliam
a qualidade nutricional com respeito a composi¢do em &cidos graxos. S&o eles, os indices de
aterogenicidade (IA) e trombogenicidade (IT) e a razdo entre 0s &cidos graxos
hipocolesterolémicos e hipercolesterolémicos (HH).

Os indices de aterogenicidade (IA) e trombogenicidade (IT), relacionam os acidos
graxos pro e antiaterogénicos e pré e antitrombogénicos, respectivamente. Quanto menores 0s

valores de ambos os indices, melhor sera a qualidade nutricional da dieta, reduzindo o risco
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potencial para doengas cardiovasculares. Enquanto que a razdo entre 0s &cidos graxos
hipocolesterolémicos e hipercolesterolémicos (HH) considera o efeito especifico dos acidos
graxos no metabolismo do colesterol, sendo que altos valores desta relacdo sdo desejaveis
(Filho, Ramos, Hiane & Souza, 2010).

Os indices (IA e IT) e a razdo (HH) foram calculados com base na composi¢do em
acidos graxos dos filés do tempo zero e tambeém dos filés resultantes dos Tratamentos I, Il e 111
no periodo maximo de suplementacéo (60 dias). Os resultados encontrados estdo dispostos na

Tabela 7.

Tabela 7. Qualidade nutricional da fracdo lipidica dos filés determinada a partir dos indices de
aterogenicidade (1A), trombogenicidade (IT) e razéo entre acidos graxos hipocolesterolémicos

e hipercolesterolémicos (HH)

60 Dias
indices Tempo Zero Tratamento | Tratamento Il Tratamento Il1
1A 0,50 0,45 0,47 0,46
IT 0,81 0,74 0,78 0,79
HH 1,97 2,34 2,18 2,26

IA = indice de Aterogenicidade = [(4 x 14:0) + 16:0)] / [X MUFA + T (n-6) + £ (n-3)]; IT = Indice de
Trombogenicidade = (14:0 + 16:0 + 18:0) / [(0,5 x ¥ MUFA) + (0,5 x X (n-6)) + 3 x X (n-3)) + (£ (n-3) / £ (n-
6))]; HH = Razdo entre acidos graxos hipocolesterolémicos e hipercolesterolémicos = [(X 18:1cis-9, 18:2n-6,
20:4n-6, 18:3n-3, 20:5n-3, 22:6n-3) / (X 14:0 e 16:0)] (Filho et al., 2010).

A qualidade nutricional da fracdo lipidica das amostras de filé analisadas (Tabela 7)
indicou menores indices de aterogenicidade (IA) e de trombogenicidade (IT) para os filés
resultantes do Tratamento |, quando comparados com os filés dos demais tratamentos e com 0s
filés do tempo zero. Além disso, a razdo entre os acidos graxos hipocolesterolémicos e
hipercolesterolémicos foi mais alta para os filés deste mesmo tratamento. Entretanto, de forma

geral os filés resultantes da alimentacdo com as ragdes formuladas (Tratamentos I, 11 e 111)
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apresentaram melhor qualidade lipidica quando comparados com os filés provenientes da

alimentacdo com a racdao Controle (Tempo Zero).

5.2.4. Capacidade Antioxidante

Para a determinacdo da capacidade antioxidante dos filés de tilapia foram aplicados
também os ensaios DPPH, FRAP e ABTS, seguindo procedimento QUENCHER, e analisadas
as fracGes hidrofilicas (H-ORACkL) e lipofilicas (L-ORACFL) do ensaio ORACk.. Os resultados
obtidos encontram-se nas Tabelas 8, 9, 10, 11 e 12, respectivamente.

Analisando-se primeiramente os resultados obtidos no ensaio DPPH (Tabela 8), ao
longo do periodo de confinamento foi possivel observar um comportamento semelhante entre
os tratamentos. Como os filés referentes ao tempo zero tiveram a mesma origem os resultados
s80 0s mesmos para todos os tratamentos. A partir desse ponto os filés dos Tratamentos I, 1l e
I11 apresentaram um aumento na capacidade antioxidante ap6s 15 dias de suplementagdo, sendo
esse aumento mais significativo nos filés dos Tratamentos | e 11l (Tabela 8). Logo ap6s, no
periodo de 30 dias de confinamento, foi observado um decréscimo na capacidade antioxidante
nos filés resultantes de todos os tratamentos, sendo que a capacidade antioxidante foi reduzida
de 18,58 pmol ET g para 13,69 pmol ET g™ nos filés do Tratamento I, de 15,13 pmol ET g*
para 13,29 pumol ET g nos filés do Tratamento Il e a reducdo apresentada pelos filés do
Tratamento 111 foi de 17,79 umol ET g* para 13,62 umol ET g. Esses valores de capacidade
antioxidante foram mantidos durante o periodo de 45 dias, com um ligeiro aumento no periodo
final de confinamento (60 dias).

Comparando-se a capacidade antioxidante entre os filés de todos os tratamentos, foi
encontrada diferenca significativa (p>0,05) apenas nos periodos de 15 e 60 dias de

suplementacdo (Tabela 8). Onde, no periodo de 15 dias, os filés dos Tratamentos | e Il
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apresentaram os maiores valores de capacidade antioxidante (18,58 umol ET gte 17,79 umol
ET g, respectivamente) e os filés do Tratamento Il o menor valor de 15,13 umol ET g*.
Enquanto que no periodo de 60 dias, os filés do Tratamento 111, com adi¢do de extrato etanolico
de residuo de acerola, continuaram apresentando maior valor de capacidade antioxidante e 0s

filés dos Tratamentos | e 11 valores ligeiramente inferiores.

Tabela 8. Capacidade antioxidante dos filés de tilapia dos Tratamentos I, Il e 1l determinada

pelo ensaio DPPH (umol ET g'%)

Tratamento | Tratamento 11 Tratamento 111

0 Dias 14,94 + 0,464 14,94 + 0,46%PA 14,94 + 0,46%A
15 Dias 18,58 + 0,26%A 15,13 + 0,30*"B 17,79 £ 0,81%A
30 Dias 13,69 + 0,66%A 13,29 + 0,64%A 13,62 + 0,54%A
45 Dias 14,12 + 0,48>¢A 14,44 + 0,29%A 13,86 + 0,59%4
60 Dias 14,67 + 1,00°¢B 15,44 + 0,48%A8B 15,83 + 0,117A

Média dos valores + desvio padrdo; n = 4. Diferentes letras mindsculas na mesma coluna indicam diferenca
significativa (p<0,05) pelo teste de Tukey. Diferentes letras mailsculas na mesma linha indicam diferenca
significativa (p<0,05) pelo teste de Tukey. TI: 6leo de tungue + 6leo de chia + CLA + vitamina E; TII: 6leo de
tungue + dleo de chia + CLA + vitamina E + selénio; TIII: éleo de girassol + extrato etanélico de residuo de
acerola.

Com relacdo ao ensaio FRAP (Tabela 9), os resultados obtidos mostraram maior
variabilidade entre os tempos de confinamento, assim como entre os tratamentos analisados.
Nos filés dos Tratamentos Il e 111, foi observado 0 mesmo comportamento apresentado durante
os 60 dias de experimento nos resultados do ensaio DPPH, com um aumento da capacidade
antioxidante nos primeiros 15 dias de suplementacao, seguido por um decréscimo apos 30 dias,
manutencdo dessa capacidade antioxidante no periodo de 45 dias e, por fim, um aumento nos
valores observados apds 60 dias de experimento. O mesmo ndo foi verificado nos filés
provenientes da suplementacdo com o Tratamento I, mostrando um comportamento diferente
nos periodos de 45 e 60 dias. Foi verificado um aumento da capacidade antioxidante apos 45

dias de suplementacdo, seguido de um grande decréscimo nos 15 dias seguintes.
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Com excecdo dos filés referentes ao tempo zero, que tiveram a mesma origem,
apresentando portanto os mesmos valores de capacidade antioxidante entre os tratamentos, foi
encontrada diferenca significativa (p>0,05) em todos os periodos de confinamento, quando
comparados os resultados obtidos em cada suplementagdo. Sendo que, assim como no ensaio
DPPH, as maiores capacidades antioxidantes foram observadas nos filés dos Tratamentos | e
I11 no periodo de 15 dias de suplementacéo, os quais apresentaram valores iguais a 39,25 umol

ET gte 48,93 pmol ET g, respectivamente.

Tabela 9. Capacidade antioxidante dos filés de tilapia dos Tratamentos I, Il e 11l determinada

pelo ensaio FRAP (umol ET g?)

Tratamento | Tratamento Il Tratamento 11

0 Dias 11,57 + 0,469 11,57 + 0,465 11,57 + 0,465
15 Dias 39,25 + 3,44%B 13,49+ 0,75"C 48,93 + 1,04%A
30 Dias 9,50 + 0,75%A8B 8,56 + 0,65%B 9,87 +0,78%A

45 Dias 33,05 + 2,444 9,92 +0,39%48 10,04 + 0,93%4B

60 Dias 16,79 + 1,53%B 20,37 +1,78%4A 19,08 + 1,03%AB

Média dos valores + desvio padrdo; n = 4. Diferentes letras mindsculas na mesma coluna indicam diferenca
significativa (p<0,05) pelo teste de Tukey. Diferentes letras mailsculas na mesma linha indicam diferenca
significativa (p<0,05) pelo teste de Tukey. TI: 6leo de tungue + 6leo de chia + CLA + vitamina E; TII: 6leo de
tungue + dleo de chia + CLA + vitamina E + selénio; TIII: éleo de girassol + extrato etandlico de residuo de
acerola.

Os resultados de capacidade antioxidante dos filés de tilapia obtidos no ensaio ABTS
encontram-se na Tabela 10. Assim como no ensaio FRAP (Tabela 9), os resultados obtidos no
ensaio ABTS mostraram maior variabilidade entre os tempos de confinamento, bem como entre
os tratamentos analisados. No entanto, o maior valor de capacidade antioxidante (23,44 umol
ET g') também foi verificado nos filés do Tratamento | apds os primeiros 15 dias de

suplementacéo, assim como encontrado no ensaio DPPH (Tabela 8).
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Tabela 10. Capacidade antioxidante dos filés de tilapia dos Tratamentos I, 1l e Il determinada

pelo ensaio ABTS (umol ET g')

Tratamento | Tratamento 11 Tratamento 111

0 Dias 20,70 + 0,59%A 20,70 + 0,59%A 20,70 + 0,59%A
15 Dias 23,44 + 0,26%A 18,87 + 0,768 18,75 + 0,87%B
30 Dias 15,86 + 0,14%B 19,94 + 1,0280A 16,25 + 0,418
45 Dias 20,29 + 0,944 19,51 + 0,5120A 15,79 + 0,758
60 Dias 19,85 + 0,88%A 18,55 + 0,84%A 19,15 + 0,60%A

Média dos valores + desvio padrdo; n = 4. Diferentes letras mindsculas na mesma coluna indicam diferenca
significativa (p<0,05) pelo teste de Tukey. Diferentes letras mailsculas na mesma linha indicam diferenca
significativa (p<0,05) pelo teste de Tukey. TI: 6leo de tungue + 6leo de chia + CLA + vitamina E; TII: 6leo de
tungue + dleo de chia + CLA + vitamina E + selénio; TIII: éleo de girassol + extrato etanélico de residuo de
acerola.

Com relagdo aos resultados obtidos nas analises das fragdes hidrofilicas (H-ORACkL) e
lipofilicas (L-ORACrL) do ensaio ORACr. (Tabelas 11 e 12, respectivamente), pode-se
ressaltar, que assim como nas rac¢fes, 0s antioxidantes de natureza hidrofilica sdo os maiores
contribuintes na capacidade antioxidante total dos filés de todos os tratamentos, respondendo
também por mais de 90% do valor total. A mesma superioridade de contribuicéo hidrofilica foi

observada por Wu et al. (2008) ao analisar carne bovina.

Tabela 11. Capacidade antioxidante das fra¢fes hidrofilicas (H-ORACkL) dos filés de tilapia

dos Tratamentos I, 11 e 111 determinada pelo ensaio ORACk. (umol ET g?1)

H-ORACkL

Tratamento | Tratamento 1l Tratamento 111
0 Dias 13,67 +0,755A 13,67 + 0,75%A 13,67 £ 0,7554A
15 Dias 9,79 + 1,0048 13,44 + 1,54%A 13,96 + 1,626A
30 Dias 21,43 + 2,95%4 12,96 + 0,878 12,56 + 0,51%B
45 Dias 18,50 + 0,35>B 32,08 + 2,4184 15,85 + 0,35
60 Dias 10,80 + 0,36%¢ 12,75 + 1,028 20,80 + 0,73%A

Média dos valores + desvio padrdo; n = 4. Diferentes letras mindsculas na mesma coluna indicam diferenca
significativa (p<0,05) pelo teste de Tukey. Diferentes letras mailsculas na mesma linha indicam diferenca
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significativa (p<0,05) pelo teste de Tukey. TI: éleo de tungue + 6leo de chia + CLA + vitamina E; TII: dleo de
tungue + dleo de chia + CLA + vitamina E + selénio; TIII: 6leo de girassol + extrato etandlico de residuo de
acerola.

Tabela 12. Capacidade antioxidante das fragGes lipofilicas (L-ORACFL) dos filés de tilapia dos

Tratamentos 1, 11 e 111 determinada pelo ensaio ORACk. (umol ET g?1)

L-ORACkL
Tratamento | Tratamento Il Tratamento |11
0 Dias 0,30 + 0,02¢4 0,30 + 0,02¢A 0,30 + 0,029A
15 Dias 0,35 +0,01¢¢ 1,66 + 0,258 1,93 + 0,044
30 Dias 2,78 + 0,46%A 2,06 + 0,38%B 2,60 + 0,134
45 Dias 1,61 +0,03"B 1,92 +0,18%DA 0,31 + 0,024
60 Dias 0,18 + 0,01%¢ 0,78 +0,10%B 0,91 + 0,065

Média dos valores + desvio padrdo; n = 4. Diferentes letras mindsculas na mesma coluna indicam diferenca
significativa (p<0,05) pelo teste de Tukey. Diferentes letras mailsculas na mesma linha indicam diferenca
significativa (p<0,05) pelo teste de Tukey. TI: éleo de tungue + 6leo de chia + CLA + vitamina E; TII: dleo de
tungue + dleo de chia + CLA + vitamina E + selénio; TIlI: 6leo de girassol + extrato etandlico de residuo de
acerola.

Analisando-se separadamente os resultados encontrados nas andalises das fracbes H-
ORACKkL (Tabela 11) e L-ORACF. (Tabela 12) dos filés de cada tratamento, € possivel perceber
que para os filés de todos os tratamentos, os maiores valores de L-ORACk. foram apresentados
no periodo de 30 dias de suplementacdo, sendo que o maior valor entre os tratamentos
desenvolvidos foi encontrado nos filés do Tratamento | (2,78 umol ET g). No entanto, ao
analisar os resultados da fracdo H-ORACEF. foi encontrada maior variagao entre os tratamentos,
sendo que para os filés resultantes da suplementacdo com a racdo Tl o maior valor de H-
ORACk. foi observado no periodo de 30 dias (21,43 pmol ET g?). Para os filés do Tratamento
I, o maior valor de capacidade antioxidante da fracdo hidrofilica do ensaio ORACk. foi
verificado em 45 dias (32,08 umol ET g1), enquanto que para os filés que receberam a ragéo
TI1, o maior resultado (20,80 umol ET g1) foi encontrado no periodo final de suplementagéo

(60 dias).
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Os valores elevados de H-ORACF. encontrados nos filés dos Tratamentos I e 11, indicam
que além da contribuicao que a vitamina E e que os tocoferois presentes no 6leo de chia, ambos
adicionados as racdes desses tratamentos, tiveram na capacidade antioxidante dos filés,
possivelmente os compostos bioativos de natureza hidrofilica presentes no 6leo de chia tenham
também sido transferidos para os filés.

Para avaliar de modo geral a capacidade antioxidante encontrada nos filés de tilapia no
ensaio ORACFL, os resultados de capacidade antioxidante total (CAT), que equivalem ao
somatorio dos resultados encontrados em ambas fragdes hidrofilicas e lipofilicas dos filés, séo

apresentados na Tabela 13.

Tabela 13. Capacidade antioxidante total dos filés de tilapia dos Tratamentos I, Il e IlI

determinada pelo ensaio ORACkL (umol ET g1)

*

CAT

Tratamento | Tratamento 11 Tratamento 111

0 Dias 13,97 + 0,75%A 13,97 + 0,75%A 13,97 + 0,755A
15 Dias 10,14 + 1,00%8 15,10 + 1,56%A 15,89 + 1,620A
30 Dias 24,21 + 2,99%A 15,02 + 0,95%B 15,16 + 0,53%¢B
45 Dias 20,11 + 0,35"B 34,00 + 2,41%A 16,16 + 0,35%C
60 Dias 10,98 + 0,36%C 13,53 + 1,028 21,71 +0,73%A

Média dos valores + desvio padrdo; n = 4. Diferentes letras mindsculas na mesma coluna indicam diferenca
significativa (p<0,05) pelo teste de Tukey. Diferentes letras mailsculas na mesma linha indicam diferenga
significativa (p<0,05) pelo teste de Tukey. *Capacidade Antioxidante Total = H-ORACg_ + L-ORACk.. TI: dleo
de tungue + 6leo de chia + CLA + vitamina E; TII: 6leo de tungue + 6leo de chia + CLA + vitamina E + selénio;
TIII: 6leo de girassol + extrato etandlico de residuo de acerola.

O maior valor de CAT foi observado nos filés do Tratamento Il no periodo de 45 dias
de suplementacéo (34,00 umol ET g*), seguido pelos filés do Tratamento | apds 30 dias de
suplementagdo (24,21 umol ET g?) e pelos filés que receberam a ragéo TI11 apds os 60 dias de

experimento (21,71 pmol ET g?).
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As diferencas entre os resultados obtidos nos ensaios de capacidade antioxidante,
seguindo procedimento QUENCHER (DPPH, FRAP e ABTS) e analisando as fracOes
hidrofilicas (H-ORACkL) e lipofilicas (L-ORACFL) do ensaio ORACFL, podem ser explicadas
levando em consideracdo os diferentes mecanismos e condi¢6es de reacao, além da diferenca
nos procedimentos aplicados.

Os ensaios DPPH, FRAP e ABTS sdo baseados no mecanismo de transferéncia de
elétron (TE) (Mdiller, Frohlich & Bohm, 2011) e foram aplicados seguindo procedimento
QUENCHER que néo utiliza etapas de extracdo, ou seja, o radical atua diretamente na matriz
alimentar, determinando a capacidade antioxidante tanto dos compostos sollveis quanto
insolUveis presentes na amostra (Gokmen et al., 2009). Por outro lado, o ensaio ORACF_
apresenta duas diferencas significativas em relacdo aos demais ensaios: a primeira delas é a
necessidade de etapa prévia de extracdo, determinando separadamente a capacidade
antioxidante das fracdes hidrofilicas e lipofilicas solGveis e extraiveis presentes na amostra; a
segunda, é o mecanismo de ac¢do que envolve o ensaio ORACF., baseado na transferéncia de

atomo de hidrogénio (TAH) (Mdller et al., 2011).
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6. Conclusotes

As tilapias do Nilo apresentaram boa adaptacdo e aceitabilidade frente as racGes
formuladas, favorecendo o crescimento e ganho de massa das mesmas.

Foi verificada a transferéncia dos acidos graxos de interesse, especificamente 0 LNA,
CLA e CLnA, as ragdes dos Tratamentos | e II.

A adicdo de substancias com propriedade antioxidante as ragdes dos Tratamentos I, Il e
Il resultou na potencializagdo da capacidade antioxidante das ragdes suplementadas em
comparagdo com a ragdo Controle, com destaque para as rag0es dos Tratamentos I e IlI.

Foi verificada a incorporacgéo do LNA nos filés dos Tratamentos | e 11, devido & incluséo
de dleo de chia, que é rico nesse acido graxo, as ragdes desses tratamentos.

A inclusdo de CLA as racGes dos Tratamentos | e Il resultou na incorporacdo dos
isbmeros do acido linoleico conjugado, 18:2c9, t11 e 18:2t10, ¢12, nos filés das tilapias que
receberam esses tratamentos.

Foi observada a incorporacdo dos isémeros do acido linolénico conjugado nos filés dos
Tratamentos | e Il devido a inclusdo de 6leo de tungue as racfes desses tratamentos.

Os valores de razdo n-6/n-3 diminuiram nos filés dos Tratamentos | e Il, enquanto que
foi observado um aumento nos valores de razdo AGPI/AGS ao longo dos 60 dias de
suplementagéo.

Os filés do Tratamento 111 apresentaram alto teor de LA, devido a utilizacdo de 6leo de
girassol como fonte lipidica, assim como a sintese do AA.

Os indices de qualidade nutricional indicaram melhor qualidade lipidica para os filés do

Tratamento | em comparagdo com 0s demais tratamentos.
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A aplicacdo dos ensaios de determinacdo de capacidade antioxidante nas amostras de
filé, confirmaram a superioridade das ra¢Ges dos Tratamentos | e Il na contribuicdo do
melhoramento da capacidade antioxidante da carne do pescado.

De modo geral a suplementacdo mostrou-se uma boa opcdo para melhorar o valor
nutricional do filé do pescado, contribuindo para o enriquecimento da composicéo lipidica e da

capacidade antioxidante do mesmo.
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APENDICE A - Cromatograma representativo do 6leo de chia (Salvia hispanica L.)

Resposta do Detector
o

5 10 15 20 25 30

Tempo (min)

(a) 16:0, (b) 18:0, (c) 18:1n-9, (d) 18:2n-6, (e) 18:3n-3.

APENDICE B - Cromatograma representativo do 6leo de tungue (Aleurites fordii)

Resposta do Detector

5 10 15 20 25 30
Tempo (min)

(a) 16:0, (b) 18:0, (c) 18:1n-9, (d) 18:2n-6, (e) 18:3c9t11t13, (f) 18:3t9t11t13.
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APENDICE C - Cromatograma representativo do concentrado de 4cido linoleico conjugado
(CLA)

Resposta do Detector
m—h

5 10 15 20 25 30
Tempo (min)

(a) 16:0, (b) 18:0, (c) 18:1n-9, (d) 18:2n-6, (e) 18:2c9t11, (f) 18:2t10c12.
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APENDICE D - Fatores de correco utilizados no célculo de concentraces de acidos graxos
em mg de &cido graxo g* de lipidios totais em relagdo ao padrdo interno tricosanoato de metila

. Fatores de Correcéo
Acidos Graxos

Fer Fcea
14:0 1,080261841 1,061295757
16:0 1,054622642 1,054590602
16:1n-9 1,046762136 1,055023098
16:1n-7 1,046762136 1,055023098
16:1n-5 1,046762136 1,055023098
18:0 1,034681043 1,049207755
18:1n-11 1,027693926 1,04955889
18:1n-9 1,027693926 1,04955889
18:1n-7 1,027693926 1,04955889
18:2n-6 1,02070681 1,049915073
18:3n-6 1,013719694 1,050276413
18:3n-3 1,013719694 1,050276413
18:2cot11 1,02070681 1,049915073
19:2n-7 1,013045833 1,047537684
18:2t10c12 1,02070681 1,049915073
20:1n-9 1,012439359 1,045081917
20:2n-6 1,006150954 1,045376463
20:3n-6 0,99986255 1,045674882
21:0 1,011890643 1,042867414
20:4n-6 0,993574145 1,045977253
20:4n-3 0,993574145 1,045977253
18:3c9t11t13 1,013719694 1,050276413
20:5n-3 0,987285741 1,046283654
18:3t9t11t13 1,013719694 1,050276413
22:4n-6 0,982808154 1,042098679
22:5n-6 0,977091423 1,042355421
24:0 0,994797844 1,037974464
22:6n-3 0,971374692 1,042615314

Fcr = fator de corregdo tedrico; Fcea = fator de corregdo experimental ou empirico.
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APENDICE E - Cromatograma representativo da racio Controle

Resposta do Detector

C
| | Nl R S

T T T T T T T T ]
5 10 15 20 25

Tempo (min)

(a) 16:0, (b) 16:1n-7, (c) 18:0, (d) 18:1n-9, (e) 18:1n-7, (f) 18:2n-6, (g) 18:3n-3, (h) 23:0 (padrdo interno).

APENDICE F - Cromatograma representativo da racdo do Tratamento | (T1)

Resposta do Detector

g
_ k
] i D@Jﬂi’ i

5 10 15 20 25

Tempo (min)

(a) 16:0, (b) 16:1n-7, (c) 18:0, (d) 18:1n-9, (e) 18:1n-7, (f) 18:2n-6, (g) 18:3n-3, (h) 18:2c9t11, (i) 19:2n-7, (j)
18:2t10c12, (k) 18:3¢9t11t13, (1) 18:3t9t11t13, (m) 23:0 (padréo interno).
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APENDICE G - Cromatograma representativo da racdo do Tratamento 11 (T11)

g f
8
= d
3
= a
=
<
]
o
g. :
b Ce hJ |m
_ > el
] T I I| 1
5 10 15 20 25

Tempo (min)

(a) 16:0, (b) 16:1n-7, (c) 18:0, (d) 18:1n-9, (e) 18:1n-7, (f) 18:2n-6, (g) 18:3n-3, (h) 18:2c9t11, (i) 19:2n-7, (j)
18:2t10c12, (k) 18:3¢9t11t13, (1) 18:3t9t11t13, (m) 23:0 (padréo interno).

APENDICE H - Cromatograma representativo da racio do Tratamento I11 (T111)

f
5
E
5 d
3
= a
v
o
2
o
o
c h
b Ue g
| \ I LJ | e
T L T L T L I L 1
5 10 15 20 25

Tempo (min)

(a) 16:0, (b) 16:1n-7, (c) 18:0, (d) 18:1n-9, (e) 18:1n-7, (f) 18:2n-6, (g) 18:3n-3, (h) 23:0 (padréo interno).
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APENDICE | - Cromatograma representativo do filé de tilapia obtido no tempo zero (T0) de

suplementacéo

b
g h
2
)
=
3
3 J
g
O,
i
d f t
a .
i m pq uV X
_ ‘ e, JULJ H LUA.M li ll
- c g ofrSs
I : 1 5 I d I T ! 1
5 10 15 20 25 30

Tempo (min)
(a) 14:0, (b) 16:0, (c) 16:1n-9, (d) 16:1n-7, (e) 16:1n-5, (f) 18:0, (g) 18:1n-11, (h) 18:1n-9, (i) 18:1n-7, (j) 18:2n-
6, (k) 18:3n-6, (I) 18:3n-3, (m) 20:1n-9, (n) 20:2n-6, (0) 20:3n-6, (p) 21:0, (q) 20:4n-6, (r) 20:4n-3, (s) 20:5n-3, (1)
23:0 (padréo interno), (u) 22:4n-6, (v) 22:5n-6, (w) 24:0, (x) 22:6n-3.
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APENDICE J - Cromatogramas representativos dos filés de tilapia do Tratamento | nos
periodos de (A) 15 dias, (B) 30 dias, (C) 45 dias e (D) 60 dias de suplementacéao

Resposta do Detector

Resposta do Detector

h (A)

5 10 15 20 25 30
Tempo (min)
b h
: (©)
J
" f
l 2 ] I ' e
p v | a .
k 5‘ 7 [
J‘x AJ,MMJE.LJ ,uhg‘lh J <,LLIJ_J S i
C n ruw I
T T ¥ T T T 1
5 10 15 20 25 30

Tempo (min)

Resposta do Detector

Resposta do Detector

i ®)
h
i
d i |
a
Y ‘__JJ_JJ.\.,A_M.J ﬂ JL‘I\_r‘.rbl ql | L){J‘ ‘LJ
n ruw b'
T T T T 1
10 15 20 25 30
Tempo (min)
b h
J (D)
f
mP g V| a g
nruw b'
T T T T 1
10 15 20 25 30

Tempo (min)

(a) 14:0, (b) 16:0, (c) 16:1n-9, (d) 16:1n-7, (e) 16:1n-5, (f) 18:0, (g) 18:1n-11, (h) 18:1n-9, (i) 18:1n-7, (j) 18:2n-
6, (k) 18:3n-6, (I) 18:3n-3, (m) 18:2c9t11, (n) 19:2n-7, (0) 18:2t10c12, (p) 20:1n-9, (q) 20:2n-6, (r) 20:3n-6, (S)
21:0, (t) 20:4n-6, (u) 20:4n-3, (v) 18:3c9t11t13, (w) 20:5n-3, (x) 18:3t9t11t13, (y) 23:0 (padrdo interno), (z) 22:4n-
6, (’) 22:5n-6, (b’) 24:0, (c’) 22:6n-3.
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APENDICE K - Variacbes de resposta dos &cidos graxos de suplemementacdo nos filés de

tildpia ao longo do fornecimento da racdo do Tratamento | (TI)

Resposta do Detector

18:3n-3 T1 15 Dias
T1 30 Dias
—— T1 45 Dias

T160 Dias

Resposta do Detector

———T1 15 Dias
T1 30 Dias
T1 45 Dias
T1 60 Dias

18:2¢9111 18:2110¢12

19I.6
Tempo (min)

I
19,5

b 18:3cO111113

Resposta do Detector

T T T T T T T
20,2 20,3 20,4

Tempo (min)

T1 60 Dias

18:319111113

T T T
242 244

Tempo (min)
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APENDICE L - Cromatogramas representativos dos filés de tilapia do Tratamento Il nos
periodos de (A) 15 dias, (B) 30 dias, (C) 45 dias e (D) 60 dias de suplementacao

Resposta do Detector

Resposta do Detector

i A)
h
i
f
J- \y
1 |_p t a
M S c
_L# e, N
n ruw b'
1 O 1 5 ‘ 26 2I5 ' 3IO
Tempo {min)
b h
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f
" T
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\ k l s Y c
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T T T T 1
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Tempo (min)

Resposta do Detector

Resposta do Detector
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b
h
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a d I | t !
! mP s v |@c
N le - BRI
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T T T T 1
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Tempo (min)
b h
(D)
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d | y
a i
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| ' i za
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10 15 20 25 30

Tempo (min)

(a) 14:0, (b) 16:0, (c) 16:1n-9, (d) 16:1n-7, (e) 16:1n-5, (f) 18:0, (g) 18:1n-11, (h) 18:1n-9, (i) 18:1n-7, (j) 18:2n-
6, (k) 18:3n-6, (I) 18:3n-3, (m) 18:2c9t11, (n) 19:2n-7, (0) 18:2t10c12, (p) 20:1n-9, (q) 20:2n-6, (r) 20:3n-6, (S)
21:0, (t) 20:4n-6, (u) 20:4n-3, (v) 18:3c9t11t13, (w) 20:5n-3, (x) 18:3t9t11t13, (y) 23:0 (padrdo interno), (z) 22:4n-
6, (2’) 22:5n-6, (b’) 24:0, (c’) 22:6n-3.
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APENDICE M - Variagdes de resposta dos acidos graxos de suplemementacio nos filés de

tildpia ao longo do fornecimento da racdo do Tratamento 11 (T1I)

Resposta do Detector

T T
19,5 19,6

T
19,7

Tempo (min)

Resposta do Detector

. \\/ ! o 2 J' A
£/ - - A ; T én\.-/' \:/ / ‘L‘-\"—_‘_,-__.- .
rrn—7J N\ \L— J \
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T2 30 Dias T2 30 Dias
T2 45 Dias 4 T2 45 Dias
T2 60 Dias - T2 60 Dias
2 |
2
<
2
o
-4
T T T T v T v T . T . T T T
19,8 19,9 199 200 201 202 203 204 205 206
Tempo (min)
18:3¢9t11113 —— T2 15 Dias
1 T2 30 Dias
I —— T2 45 Dias
l T2 60 Dias
|
Il
i 18:31911113
III Inl.
|

.'II- J I'
75 ! | k

s i s N

T T T T
242 244 246

Tempo (min)
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APENDICE N - Cromatogramas representativos dos filés de tilapia do Tratamento 111 nos

periodos de (A) 15 dias, (B) 30 dias, (C) 45 dias e (D) 60 dias de suplementacao

Resposta do Detector

d
a

7\___L#_‘.é§_i

(A

f t

|

5 10

Resposta do Detector

a

| o
m
L _Jd__JLL&_HJS '._,J _}li'LJﬂLJ _\, J‘jLVVT .
C ors

i q
d 15 T
L AN L
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T T
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Tempo (min)

h | ©

fl TV
T

T T T
5 10
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Tempo (min)

Resposta do Detector

Resposta do Detector

oo ®)
d 1 t v
a l i q
k - ‘
T Ml e
N O T J00N - AT VI A
c ors
T T T T T 1
5 10 15 20 25 30
Tempo (min)
(1)
1 .
|
a f | i
i q Y
m_ P X
A { 1€ L‘L“‘I J”l‘u_.bj,\
[ or
T T T T y T T T 1
5 10 15 20 25 30
Tempo (mimn)

(a) 14:0, (b) 16:0, (c) 16:1n-9, (d) 16:1n-7, (e) 16:1n-5, (f) 18:0, (g) 18:1n-11, (h) 18:1n-9, (i) 18:1n-7, (j) 18:2n-
6, (k) 18:3n-6, (I) 18:3n-3, (m) 20:1n-9, (n) 20:2n-6, (0) 20:3n-6, (p) 21:0, (q) 20:4n-6, (r) 20:4n-3, (s) 20:5n-3, (1)
23:0 (padréo interno), (u) 22:4n-6, (V) 22:5n-6, (w) 24:0, (x) 22:6n-3.
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