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RESUMO

O objetivo desse estudo foi avaliar a incorpora¢do de &4cidos graxos poli-insaturados e
conjugados nos filés de tildpias do Nilo (Oreochromis niloticus), especificamente o 4cido
ptnico e seus isdmeros do grupo de dcidos linolénicos conjugados (CLnA) por meio da
suplementa¢do da dieta fornecida aos peixes com 6leo e farinha de semente de roma. Também
foi avaliada a capacidade antioxidante dos filés de tildpia resultantes da alimentacdo com
racdo suplementada com farinha de semente de romd (Tratamento II) e d6leo de roma
(Tratamento III). O experimento foi realizado no laboratério de Quimica de Alimentos,
Departamento de Quimica, da Universidade Estadual de Maringd, no periodo de janeiro a
fevereiro de 2014. Um total de 90 tildpias foram distribuidas em trés tanques de vidro, para
cada tratamento, onde passaram 07 dias em adaptacdo recebendo a racdo Controle
(Tratamento I), contendo 6leo de soja como fonte lipidica, para a obtencdo do tempo zero (0
dias de suplementacdo). Apds esse periodo foram incluidos separadamente os diferentes
tratamentos: Tratamento II (farinha de semente de roma) e Tratamento III (6leo de roma) ao
longo de 30 dias de experimento. Novas amostragens foram realizadas nos periodos de 15 e
30 dias de suplementagdo, coletando-se 10 peixes/tanque. Foram avaliadas a composicdo
proximal e em 4cidos graxos de todas as racdes desenvolvidas, bem como a capacidade
antioxidante das mesmas. Nos filés das tildpias dos diferentes tratamentos foram identificados
e quantificados os dcidos graxos em todos os periodos de suplementagdo (0, 15 e 30 dias) e
também avaliada a capacidade antioxidante por meio dos ensaios DPPH, FRAP, ABTS e
ORACFL. Ndo houve diferenca significativa (p>0,05) entre as ragdes para os resultados de
composicdo proximal. A composicdo em acidos graxos das ra¢des confirmou a transferéncia
dos acidos graxos de interesse, CLnA e isdmeros, nas racdes do Tratamento II, provenientes
da farinha de semente de romd. Os ensaios de capacidade antioxidante indicaram maiores
resultados nas ragcdes do Tratamento II e mostraram a superioridade de contribuicido dos
antioxidantes hidrofilicos na capacidade antioxidante total (CAT) das rag¢des. A inclusdo da
farinha de semente de roma a racdo do Tratamento II resultou na incorporacdo do 4cido
ptnico e de seus isdmeros nos filés das tildpias e a aplicagdo dos ensaios de determinagdo da
capacidade antioxidante nas amostras de filé confirmou a superioridade da racdo do
Tratamento II na contribuicdo do melhoramento da capacidade antioxidante da carne do

pescado. Dessa forma, a suplementacdo se mostrou uma boa op¢do para melhorar o valor
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nutricional do filé do pescado, contribuindo para o enriquecimento da composi¢do lipidica e
da capacidade antioxidante do mesmo, promovendo um melhor produto para o consumo

humano.

Palavras-chave: 4dcido ptnico, dcido linolénico conjugado, capacidade antioxidante,
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the incorporation of polyunsaturated fatty acids and
conjugated in the fillets of Nile tilapia (Oreochromis niloticus), specifically the Punic acid and
isomers of conjugated linoleic acid group (CLnA) by means of diet supplementation to fish
with flour of pomegranate seed. We also evaluated the antioxidant capacity of tilapia fillets
result of feeding diets supplemented with pomegranate seed meal (Treatment II) and
pomegranate oil (Tratemnto III). The experiment was conducted in the Universidade Estadual
de Maringd, Chemistry Department, Food Chemistry Laboratory, from January to February
2014. A total of 90 tilapia were divided into three glass tanks where they spent 07 days in the
adaptation control diet (Treatment I) containing soybean oil as the lipid source, to obtain the
time zero (0 days of supplementation). After this period were included separately different
treatments: Treatment II (flour pomegranate seed) and Treatment III (pomegranate oil) over
30 days of the experiment. New samples were taken at 15 and 30 days of supplementation, by
collecting 10 fish / tank. We evaluated the proximal and fatty acid composition of all feed
developed, and the antioxidant capacity of same. Fatty acid supplementation was identified
and quantified in fillets of tildpia from different treatments in all periods (0, 15 and 30 days)
and also evaluated the antioxidant capacity through the DPPH test, FRAP, ABTS and
ORACEL. There was no significant difference (p> 0.05) among diets for the results of
proximal composition. The fatty acid composition of the diets confirmed the transfer of fatty
acids of interest, CLnA and isomers, in feed Treatment II, from pomegranate seed meal.
Antioxidant capacity tests indicated higher results in feed Treatment II and showed the
contribution of superiority of hydrophilic antioxidants in the total antioxidant capacity (TAC)
of the feed. The inclusion pomegranate seed meal to feed Treatment II resulted in the
incorporation of the Punic acid and those fillets of tilapia application of tests to determine the
antioxidant capacity in the fillet samples confirmed the superiority of the feed Treatment II in
the improvement of contribution antioxidant capacity of the fish meat. Thus, supplementation
showed a good option to improve the nutritional value of fish fillet, contributing to the
enrichment of lipid composition and antioxidant capacity of the same, promoting a better

product for human consumption.

Keywords: punic acid, conjugated linolenic acid, antioxidant capacity.
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1. INTRODUCAO

O Brasil se destaca como um dos paises com maior potencial para a expansido da
aquicultura. A drea tem vdrios fatores favordveis, como grande potencial hidrico
(representando 12% de toda a dgua doce disponivel no planeta), diversidade de espécies
nativas, temperaturas e dreas adequadas para o desenvolvimento da atividade, além de
condicdes favordveis condi¢cdes no mercado de consumo. No Brasil, durante as dltimas
décadas, a piscicultura sofreu constantes transformacdes, tendo se consolidado como
importante atividade no agronegdcio brasileiro, substituindo em parte o peixe proveniente da
pesca extrativa (Ayroza, 2009). O setor primario de pescados (pesca + aquicultura) representa
quase 0,4 % do Produto Interno Bruto (PIB). Contudo, se considerada toda a cadeia produtiva
de pescados, englobando desde a producido de racdo, transporte, processamento, treinamento,
entre outros, a contribuicio do setor salta para cerca de 2 % do PIB nacional (Ostrensky et al,
2008).

As principais espécies de peixes de dgua doce criadas representam 87 % da produgdo
nacional, em ordem decrescente sdo: tildpias (71.253,50 t), carpas (45.831,50 t), tambaqui
(26.672,00 t), tambacu (10.989,50 t) e pacu (10.625,50 t). No grupo das tilapias (Oreochromis
spp) tem destaque a tildpia do Nilo (O. niloticus), que é a segunda espécie de peixe mais
criada, sendo precedido somente pela producdo de carpas (Cyprinus carpio) (Ayroza, 2009).

A tildpia do Nilo (Oreochromis niloticus) é uma espécie origindria da Africa, Israel e
Jordania, que foi introduzida no Brasil em 1971, procedente da Costa do Marfim, Africa
(Castagnolli, 1992). E uma espécie bastante ristica, de hdbito alimentar fitoplanctéfago que
aceita, também, outros tipos de alimento, inclusive alimentos artificiais, em todos os estigios
de vida. Apresenta carne de excelente sabor e com boa aceitacdo no mercado consumidor, o
que a torna uma espécie de grande interesse para a piscicultura (Hayashi et al, 1999), no
entanto, quando comparadas com peixes de origem marinha, estes peixes, possuem baixo
conteudo de dcidos graxos da série dmega-3 (n-3) (Visentainer et al, 2005).

Devido as caracteristicas benéficas atribuidas a este pescado, um programa de
melhoramento genético foi desenvolvido, sendo criada a linhagem GIFT (Genetically
Improved Formed Tilapia). A GIFT foi inserida no Brasil em 2005 (Fulber et al., 2009) e vem

sendo disseminada em outros paises da América Latina como Cuba e Uruguai.
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No Brasil, a tildpia do Nilo € a espécie de peixe de dgua doce mais cultivada em
sistemas de aquicultura, sendo responsavel por aproximadamente 40 % da producdo total
nacional nessa modalidade. A tildpia ocupa o quarto lugar em producdo, sendo que no ano de
2010 foram produzidos mais de 3 milhdes de toneladas dessa espécie (Carbonera et al,
2014b).

A populacdo vem se preocupando cada vez mais com o tipo de alimento que é
consumido para manter uma vida mais sauddvel. Dentre os alimentos mais citados encontra-se
a carne de pescado, que além de apresentar boa digestibilidade, possui alto teor protéico e
gordura rica em &cidos graxos poli-insaturados (Bonafé, 2010). A dieta humana contém
dcidos graxos saturados (AGS, somente ligacdes simples carbono-carbono), monoinsaturados
(AGMI, uma ligacdo dupla carbono-carbono), poli-insaturados (AGPI, duas ou mais dupla
ligacdes carbono-carbono). Entre os AGPI, existem dois tipos de dcidos chamados essenciais,
os 4acidos linoléico (LA, 18:2n-6) e alfa-linolénico (LNA, 18:3n-3), porque ndo podem ser
sintetizados pelo organismo humano e devem ser fornecidos através da dieta (Dubois et al.,
2007). Além destes, existem dois tipos de estruturas relacionadas com os 4acidos
octadecadiendico e octadecatriendico conjugados, como o dcido linoléico (CLA, 18:2 ¢9, t11
e t10, 12c) e linolénico conjugado (CLnA, alfa-eleostedarico, 18:3 ¢9, tll, tl13; beta-
eleostedrico 18:3 t9, t11, t13; dcido ptinico 18:3 ¢9, t11, c13 ), que também estdo presentes na
dieta, embora em pequenas quantidades (Cao et al., 2006 e Iwabuchi et al, 2003).

Outra caracteristica nutricional que tem despertado muito interesse atualmente é o
emprego de substancias com capacidade antioxidante nos alimentos. Com isso, substancias
naturais, como extratos de plantas, t€m sido utilizadas pela indudstria alimenticia como
antioxidantes naturais, pois além dessa fun¢@o € ainda um componente essencial ao organismo
animal (Carbonera et al, 2014b). Os antioxidantes desempenham um importante papel no
sistema de defesa do organismo, de tal forma que dietas ricas em antioxidantes estdo
associadas a uma menor incidéncia de doencgas cardiovasculares, canceres e processos
degenerativos relacionados a idade (Serpen at al, 2012b).

Estudos recentes mostraram que a semente de roma apresenta quantidade elevada de
compostos antioxidantes como os 4cidos fendlicos, polifendis, favonédides, taninos, tocoferdis,
entre outros (Elfalleh et al, 2011a). O pefil lipidico da semente de roma também ganhou
destaque devido ao seu alto teor de dcido graxos poli-insaturados (AGPI). O 6leo de semente

de roma é composto por 65 — 80% de 4cido linolénico conjugado (CLnA), sendo o 4cido
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ptnico (4cido 9c, 11t, 13c — octadecatriendico) o mais importante, além de apresentar grande

quantidade de fitoster6is (Lansky e Newman, 2007).

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Antioxidantes

A palavra “antioxidante” é cada vez mais popular na sociedade moderna devido a
divulgagdo, pela midia, de seus beneficios a saide (Huang et al, 2005). Os antioxidantes
podem ser definidos como substancias sintéticas ou naturais que previnem ou diminuem a
oxidacdo em alimentos ou sistemas bioldgicos causados por espécies reativas de oxigénio
(ERO) ou nitrogénio (ERN) (Karadag et al, 2009). Entre as principais formas reativas de
oxigénio encontram-se os radicais superéxido (O,*), peroxila (ROO®), hidroxila (HO®) e
espécies ndo radicalares como peréxido de hidrogénio (H,O,) e oxigénio singleto ('0y). As
ERN incluem principalmente o radical de 6xido nitrico (*NO) e espécies ndo radicalares
como peroxinitrito (ONOQ") (Rodrigues et al., 2012; Bianchi e Antunes, 1999).

Os antioxidantes podem inibir a formagdo de radicais livres, seja pela presenca de
ressonancia, que estabiliza o elétron desemparelhado, ou pela habilidade em formar
complexos com ions metdlicos (Huang et al., 2005). Os compostos antioxidantes podem
desativar ERO e ERN gerados pelo metabolismo celular ou por fontes externas, impedindo o
ataque sobre os lipidios, os aminodcidos das proteinas, a dupla ligagdo dos dcidos graxos poli-
insaturados e as bases nitrogenadas do DNA (4cido desoxirribonucleico), evitando assim a
formacdo de lesdes de perda de integridade celular (Bianchi & Antunes, 1999; Huang et al,
2005). Os danos causados a esses componentes celulares se acumula, com o passar dos anos,
e contribui para a degeneracdo de células somdticas e indugdo de doencas cronico-
degenerativas, especialmente associadas ao avanco da idade, destacando-se cancer,
arteriosclerose, doencgas inflamatdrias, mal de Parkinson, mal de Alzheimer e catarata
(Scalbert et al., 2005).

Mudangas no estilo de vida e hédbitos alimentares dos seres humanos, tem sido
estudada por pesquisadores e pela Organizagdo Mundial da Satide (OMS). Hoje em dia as
pessoas estdo mostrando maior interesse em alimentos que contém componentes bioativos ou
funcionais que lhes darfo beneficios adicionais para seu estado de saude. Entre esses
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alimentos, carnes e derivados ocupam uma posicao de destaque na dieta humana (Hygreeva et
al, 2014), devido a alta qualidade de proteinas, aminodcidos essenciais, assim como 4cidos
graxos insaturados, vitaminas e minerais que fornecem (Serpen et al, 2012 e Hygreeva et al
2014).

A carne possui uma estrutura fisica complexa e uma composi¢do quimica muito
susceptivel a oxidacdo. A estabilidade a oxidagdo das carnes depende do equilibrio e da
interag¢@o entre as substincias anti e pro-oxidantes e da composi¢do do substrato propenso a
oxidacdo, incluindo 4cidos graxos poli-insaturados, colesterol, proteinas e pigmentos (Serpen
et al, 2012).

A deterioracdo oxidativa da carne se manifesta na forma de descoloracio,
desenvolvimento de mau cheiro, formacdo de compostos téxicos, perda de nutrientes e
diminuicdo da vida de prateleira. Sob condicdes fisiolégicas normais, o oxigénio muscular é
submetido a uma série de reagdes que conduz a geracdo de radicais livres. Uma pequena
porcdo (cercade 2 a 5 %) do oxigénio consumido durante uma reagcdo metabdlica é convertido
para radicais livres sob a forma de espécies reativas de oxigénio. Estes radicais livres,
particularmente, as espécies reativas de oxigénio (ERO) e espécies reativas de nitrogénio
(ERN), desempenham um papel-chave na regulacdo de vdrios processos metabdlicos,
interagindo com proteinas, dcidos graxos e &4cidos nucléicos. Eles agem como agentes
intermedidrios em rea¢des de oxidacdo-reducdo essenciais para o organismo (Falowo et al,
2014).

Fundamentalmente, quando a producdo de ERO ndo ultrapassa a capacidade de
antioxidantes enddgenos no corpo, ele executa funcdes benéficas, que incluem: o controle da
expressdao do gene, regulacdo de vias de sinalizagdo celular, modulacio do musculo
esquelético e defesa contra patdégenos invasores. Em contraste, quando em excesso e a
atividade de defesa antioxidante é baixa, ele potencialmente provoca danos aos componentes
celulares, induz respostas auto-imunes prejudiciais e provoca estresse oxidativo (Falowo et al,
2014).

A presenca de compostos antioxidantes e pré-oxidantes endégenos podem variar
entre diferentes espécies e também entre animais de uma tnica espécie. Além disso, a dieta do
animal desempenha um papel importante na modificacdo da concentragdo dos antioxidantes,
pro-oxidantes e dcidos graxos na carne (Serpen et al, 2012). A oxidagdo lipidica e protéica

tém sido apontadas como a principal causa da deterioragdo ndo microbiana de carnes. Isto
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porque lipidios e proteinas na carne sdo facilmente suscetiveis a danos oxidativos devido ao
rdpido esgotamento dos antioxidantes endégenos apds o abate (Falowo et al, 2014).

Nos dltimos anos, tem sido dada maior atencao a uma série de alimentos que podem
ser usados como potenciais fontes de antioxidantes para conservagdo e melhoria da qualidade
nutricional de carnes e outros alimentos. A maior parte desses materiais vegetais possuem
grandes quantidades de nutrientes, tais como proteinas, gorduras, carboidratos, teores de
minerais (cdlcio, potéssio, ferro, fésforo) e menos propriedades anti-nutricionais, que ocorrem
na presenca de substancias que interferem na digestdo e absor¢do de nutrientes pelo
organismo. Os fatores antinutriconais podem causar efeitos negativos no crescimento ou na
saide de humanos e animais. Antioxidantes naturais podem ser introduzidos através da dieta
ou estratégias tecnoldgicas para reduzir ou prevenir processo oxidativo em carnes e outros
alimentos, como por exemplo, em embalagens. Os antioxidantes sdo introduzidos na carne
através da racdo animal (dieta). A inclusdo de antioxidantes naturais na dieta animal, foi
relatada por vdarios autores, ndo sO para retardar a oxidagdo, mas também para melhorar
significativamente a qualidade da carne, quando comparados com as dietas sem antioxidantes.
A maioria dos antioxidantes naturais sdo obtidas de ervas, especiarias, legumes e frutas, sendo
entdo consideradas boas fontes naturais de antioxidantes, a fim de inibir a oxidag¢do em carnes

utilizadas no consumo humano (Falowo et al, 2014).

2.2.  Ensaios para Determinac¢ao da Capacidade Antioxidante

2.1.1. Ensaio DPPH

O ensaio espectrofotométrico DPPH recebe o nome do seu reagente principal. O
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 aroméatico
de 6 membros ligado a trés grupos nitro (NO,) e uma hidrazina, onde o d4tomo 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 oxidacdo-redugdo, onde o radical DPPH, que

apresenta coloracdo violeta, € reduzido, ou seja, o elétron desemparelhado do nitrogénio se
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emparelha com o elétron cedido por um radical hidrogénio de um antioxidante, tornando a
solucdo amarela e ocorrendo a formagio do DPPH-H, reduzido e estdvel (Figura 1). E essa
caracteristica de mudanga de coloracdo que permite o monitoramento da absorbancia com

maximo de absorcdo em 525 nm (Karadag et al, 2009 e Oliveira et al, 2009).

2 DPPHy

Quercetina oxidada
estabilizada por ressondncia

Figura 1. Reducdo do radical livre DPPH pela quercetina.

2.1.2. Ensaio FRAP

O ensaio FRAP (Ferric Reducing Ability Power) determina o poder de reducio de
antioxidantes utilizando o complexo férrico de 2.4,6-tripiridil-1,3,5-triazina (TPTZ) como
reagente. O complexo Fe(Ill)-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(Ill). Na presenca de uma
substancia antioxidante redutora em meio acido (pH 3,6), o complexo [FeIII(TPTZ)2]3+ recebe
um elétron e é reduzido a forma [Fell(TPTZ),]** (Figura 2), que apresenta intensa coloragio

azul com maximo de absor¢do 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"MTPTZ),1**

Figura 2. Reduc¢do do complexo férrico [Fe(TPTZ),]Cl; a ferroso [Fe(TPTZ),]Cl, pela acdo

de um antioxidante.

2.1.3. Ensaio ABTS

Outro ensaio para avaliar a capacidade antioxidante € realizado através da captura do
radical 2,2'-azinobis-(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) (ABTS). O radical ABTS é
gerado pela reagdo quimica entre o ABTS e o persulfato de potéssio e apresenta coloragio
verde escuro com maximo de absorbancia em 734 nm (Re et al, 1999). O ensaio baseia-se no
fato de que quando existem compostos antioxidantes na reacdo, eles capturam os radicais
livies ABTS com diminuicdo da cor e reducdo da absorbincia, correspondendo
quantitativamente com a concentracio de antioxidantes presentes na amostra, como mostra a

Figura 3 (Zulueta, et al, 2009).

*
s SO;- -
-038 s N U + antioxidante
—_ -
%N }’l - K2S05

N CHs
CoHs

ABTS" (Amax = 734 nm)
verde . s SO0;-
( ) 0,5 s, N @/
>:N N
N /

i CzHs
CoHs

ABTs2 (incolor)

Figura 3. Reacdo do radical ABTS na presenca de um composto antioxidante. Adaptado de

Huang et al, 2005.
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2.1.4. Ensaio ORACyy,

O ensaio espectrofluorimétrico baseado na capacidade de absorbancia do radical de
oxigénio, utilizando fluoresceina (FL) como marcador da capacidade antioxidante (ORACk)
também esta se tornando um método amplamente utilizado para avaliacdo em amostras de
alimentos (Prior et al., 2003; Wu et al, 2004). O ensaio ORACE. baseia-se na inibi¢do da
oxidacdo dos radicais peroxila induzida inicialmente pela decomposi¢do térmica do azo-

composto 2,2'-azobis-(2-amidino-propano) dihidrocloreto (AAPH) (Figura 4).

H3C CHj; i\|H A H3C CHj
HoN 2 H5N
I N//N NH, x 2HCI TOZ’ 2 | O//O’ + N,
NH HsC CHs C1” "NH,
AAPH radicais peroxila

Figura 4. Reacdo de decomposi¢ado térmica do azo-composto 2,2'-azobis-(2-midinopropano)

dihidrocloreto (AAPH). Fonte: Zulueta et al., 2009.

Dessa forma, o ensaio ORACFL utiliza uma fonte de radical biolégica relevante e é o
unico método que combina tanto tempo quanto grau de inibicdo por um antioxidante num
unico valor, reproduzindo o mecanismo de atuacdo e prevengdo dos radicais livres no
organismo humano (Prior et al., 2003; Wu et al 2008; Huang et al 2002a). Os radicais
peroxila formados (Figura 4) reagem com uma substincia fluorescente que € utilizada como
substrato oxiddvel, a fluoresceina. As substincias antioxidantes (AQO) presentes na amostra
protegem a fluoresceina da oxidacdo provocada pelos radicais peroxila, através da doagéo de
um atomo de hidrogénio aos radicais livres, evitando o decréscimo de fluorescéncia (Figura

5).
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COOH Fluorescéncia

HaC  CHa sem AO Mmenor

H2N L0 4+ X
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Cl” "NH; HO 0 O com AO

radical peroxila Fluoresceina \

Fluorescéncia
inalterada

Figura 5. Representacdo da atuacio dos antioxidantes na protecio do ataque dos radicais.

A perda de fluorescéncia da fluoresceina pela acdo dos radicais peroxila se deve pela
alteracdo estrutural que ela sofre, passando por vérias etapas, sendo que a estrutura final ainda
ndo foi confirmada. Além disso, uma pequena modificacdo no ensaio ORACg_ introduzida
por Huang et al (2002b) aplicando a B-ciclodextrina aleatoriamente metilada (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).

2.2. Semente de roma

A roma (Punica granatum, L.) € uma fruta origindria da regido do Oriente Médio
(Jardini & Filho, 2007) e é amplamente cultivada em partes da Asia, norte da Africa, do
Mediterraneo e do Oriente Médio (He et al, 2011). A arvore cresce em regides dridas e a
produgdo do fruto se da no periodo de setembro a fevereiro. O suco da roma apresenta em sua
composicdo elevado nivel de compostos fendlicos como: antocianinas, quercetina, acidos
fendlicos e taninos (Jardini & Filho, 2007; He et al, 2011 e Tehranifar et al, 2010). Os frutos
sao consumidos frescos ou na forma de sucos e doces. A parte comestivel representa cerca de
50 a 70 % do peso total do fruto, o suco representa de 70 a 78 % e as sementes representam de
20 a 22 % dos frutos (Tehranifar et al, 2010 e Goula, 2013).

A semente de romd apresenta boa fonte de nutrientes e potencial fonte de

antioxidantes. A suplementacdo da alimentacdo com sementes de roma podem impedir danos
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ao DNA, reduzir o risco de cancer e aliviar os sintomas da menopausa. Os efeitos benéficos
de sementes de roma podem estar relacionados com a presenca de compostos biologicamente
ativos, em particular os polifendis e sua capacidade antioxidante (Jing et al, 2012).

Na China, a roma tem sido reconhecida como um fruto com potencial valor
econdmico e farmacéutico, resultando em um crescente cultivo da fruta (He et al, 2011). No
Brasil, as sementes residuais geradas no processamento de frutas € restrita a aplicacdes como
adubo (Lucci et al, 2015), e as empresas do setor de sucos, por falta de logistica e tecnologia
apropriada, pagam para a remocao desse residuo. Portanto, o uso da semente de roma, para
obtencdo de produtos de alto valor agregado pode favorecer o produtor de sucos a ampliar a
oferta de Oleos vegetais especiais e colaborar para a preservacdo do meio ambiente, pois
reaproveita um material que pode ser descartado. Em 2004 cerca de 200 toneladas de roma
foram comercializadas na Ceagesp, ja4 em 2011 esse valor subiu para 500 toneladas da fruta

(RuralBR, 2014).

2.3. Procedimento QUENCHER

O procedimento QUENCHER traz uma nova abordagem para a determinagdo da
capacidade antioxidante em alimentos. Essa técnica baseia-se na medi¢do direta da
capacidade antioxidante de amostras solidas em contato com os radicais livres e subsequente
medi¢do espectrofotométrica. QUENCHER € uma abreviacdo 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.

Muitas técnicas para a determinagdo da capacidade antioxidante foram desenvolvidas
e alguns métodos ganharam popularidade entre a comunidade cientifica. Os ensaios baseados
na medic¢do espectrofotométrica utilizando solucdes do radical, como o ABTS, DPPH, FRAP
e Folin-Ciocalteu s@o as técnicas mais comuns juntamente com o ensaio ORAC, que é
baseado na medicdo de fluorescéncia. No entanto, todos os métodos mencionados foram
desenvolvidos como métodos dependente de extracdo, de modo que apenas os compostos
antioxidantes que sdo soliiveis em um determinado solvente podem contribuir para os valores
de capacidade antioxidante total (CAT) (Serpen et al, 2012b).

Os alimentos apresentam estruturas complexas nas quais os compostos antioxidantes

podem estar presentes em diferentes formas, podendo ser completamente soltivel em solvente
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ou ndo. A maioria dos alimentos apresenta uma mistura de compostos hidrofilicos e
lipofilicos , que podem estar na forma livre ou na forma ligada a outras macromoléculas.
Portanto, ndo h4d um tnico solvente ou mistura de solventes que possa solubilizar todos os
compostos antioxidantes incorporados a microestrutura alimentar. Dessa forma, devido a
polaridade diversificada dos antioxidantes, e ao fato de a maior parte deles estar ligada
covalentemente a matriz insolivel dos alimentos, a verdadeira medi¢cdo da CAT ainda nao
esta totalmente definida (Gokmen et al, 2009).

O procedimento QUENCHER evita etapas de extracdo com solventes e etapas de
hidrélise. Considerando que ambas as partes soliveis e insoldveis 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 sdo mais
realistas quanto a atividade antioxidante de alimentos no trato gastrointestinal humano, uma

vez que as agOes simultaneas de todos os antioxidantes presentes nas amostras sdo levadas em

consideracdo (Gokmen et al., 2009).

2.4. Tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus)

A tilapia-do-nilo, O. niloticus, (Figura 6) pertencente a familia dos ciclideos, é
origindria da bacia do rio Nilo, no Leste da Africa, encontrando-se amplamente disseminada
nas regides tropicais e subtropicais, como em Israel, no Sudeste Asidtico (Indonésia, Filipinas
e Formosa) e no Continente Americano (USA, México, Panama e toda a América do Sul). No
Brasil foi introduzida, em 1971, por intermédio do Departamento Nacional de Obras Contra a
Seca (DNOCS) nos agudes do Nordeste, difundindo-se para todo o pais (Ayroza, 2009).

No Brasil, a tildpia do Nilo é o peixe de dgua doce mais cultivado em sistemas de
aquicultura sendo responsavel por aproximadamente 40% da producdo total nacional nessa
modalidade . A nivel mundial, a tildpia ocupa o quarto lugar em produgdo, sendo que no ano
de 2010 foram produzidos mais de 3 milhdes de toneladas dessa espécie. Essa espécie
destaca-se por apresentar crescimento rdpido e rusticidade. Apresenta carne de Otima
qualidade, sendo apropriada para a industria de filetagem, por ndo apresentar espinhos em "y"
em seu filé Além disso, a tildpia do Nilo apresenta boa aceitacdo e elevado valor comercial,

excelente conversdo alimentar e, consequentemente, custos de produgdo relativamente baixos,

0 que a torna uma espécie de grande interesse para a piscicultura. (Carbonera, 2014b).
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A espécie foi escolhida pelo seu rdpido desenvolvimento, sua precocidade
reprodutiva, pelas suas caracteristicas desejdveis, como alta resisténcia a doengas e por
tolerincia a diferentes sistemas de produg¢@o. Foi desenvolvida a linhagem GIFT (Genetically
Improved Farmed Tilapia) nas Filipinas, a qual marcou a histéria do melhoramento genético
em peixes tropicais. Porém, os resultados obtidos determinaram a avaliacdo de seu
desempenho em condi¢des distintas, estimulando programas de pesquisa regionais para
avaliar os resultados em diferentes climas e condicdes de cultivo (Bonafé, 2010).

No entanto, quando comparados com os peixes de origem marinha, estes peixes de
dgua doce, incluindo a tildpia, apresentam baixo contetido nos acidos graxos alfa-linol€nico
(LNA, 18:3n-3), eicosapentaenoico (EPA, 20:5n-3), docosahexaenoico (DHA, 22:6n-3) e em
outros dcidos graxos da série d&mega-3 (n-3) (Visentainer et al., 2005; Justi et al., 2003). Com
1sso, diversos estudos estdo sendo realizados com o intuito de aumentar o teor de acidos
graxos Omega-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).

Figura 6. Ilustracdo da Tildpia do Nilo (Oreochromis niloticus).

2.5.  Oleos e Gorduras

Oleos e gorduras consistem principalmente de moléculas de triacilgliceréis (TAG),
as quais sdo constituidas de trés acidos graxos, que variam com a extensdo da cadeia
carbOnica, nimero, orientacdo e posi¢do das ligacdes duplas, ligados na forma de ésteres a

uma molécula de glicerol (Meher et al, 2006), como demonstrado na Figura 7.
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Figura 7. Representacdo da molécula de um triacilglicerol.

Os dcidos graxos sdo 4cidos carboxilicos, classificados de acordo com o
comprimento da cadeia carbonica em acidos graxos de cadeia curta (menor 8 carbonos),
média (8 a 16 carbonos) e longa (maior ou igual 18 carbonos), de acordo com as insaturagdes
em saturado (sem insatura¢des), monoinsaturado (uma insaturagdo) e poli-insaturado (duas ou
mais insaturagdes) (Figura 8) e de acordo com as ramificacdes, podendo ser iso e anteiso
(Fennema, 1996). Os 4cidos graxos saturados (AGS) apresentam uma conformacio linear,
flexivel em estado de menor energia quando comparado com os dcidos graxos insaturados
(AGI), que apresentam dobramentos na cadeia carbdnica e uma angulacdo de 30 graus por
dupla ligacdo presente. Este comportamento permite maior interagdo entre as moléculas de
AGS, aumentando o ponto de fusdo, quando comparado as moléculas de AGI que devido a
presenca de duplas ligacdes, apresentam intera¢des intermoleculares menos eficientes (Curi,

et al, 2002).
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Figura 8. Estruturas de 4cidos graxos. (a) Acidos graxos saturados (4cido estedrico, 18:0); (b)
Acidos graxos monoinsaturados (4cido oleico, 18:1n-9); (c) Acidos graxos insaturados (4cido

linoleico, 18:2n-6).

As insaturagdes na cadeia carbonica dos dcidos graxos podem levar a ocorréncia de
isomeria na configuracdo cis ou trans (Souza & Visentainer, 2006) (Figura 9). A configuracgio
trans promove um aumento na linearidade da cadeia carbdnica que favorece as interagdes
intermoleculares, tornando as propriedades fisicas destes compostos semelhantes a dos AGS
(Christie, 1989). A configuracdo cis, mesmo sendo termodinamicamente desfavordvel, é

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

Figura 9. [sdmeros geométricos (trans e cis) do 4cido oleico (18:1n-9).
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2.6. Acido Linolénico Conjugado (CLnA)

Os 4cidos graxos conjugados sdo o termo geral dado para um conjunto de isdmeros
posicionais e geométricos dos 4cidos graxos poli-insaturados (AGPI) conjugados com
ligacdes duplas. Os 4cidos graxos conjugados ocorrem naturalmente com duas trés e até
mesmo quatro duplas conjugadas. O 4cido linoleico conjugado (CLA) com duas duplas
conjugadas sdo a classe dcidos graxos conjugados mais extensivamente estudados. Os
isdbmeros de CLA tém apresentado favordveis efeitos fisioldgicos sobre a sauide, incluindo
acdo anticarcinogénica e antiaterogénica, regulacdo da gordura corporal e do metabolismo
lipidico em animais e seres humanos. O ntiimero de isdmeros de CLA foram identificados,
sendo os dois principais isomeros o 18: 2 - ¢9, t11 e o 18: 2 - t10, c12, e estes dois isOmeros
foram relatados por exercem papéis funcionais diferentes (Yuan et al, 2009a).

O CLnA, apresenta trés insaturacdes conjugadas recentemente foram relacionado
com os isdmeros do CLA, devido aos seus efeitos citotdxicos em tumores de humanos, a
inibi¢do da carcinogénise e a alteracdes no metabolismo dos lipidios (Suzuki et al., 2001 e
Yasui et al., 2005). Dessa forma ha um crescente interesse em estudos envolvendo este acido
graxo conjugado (Lam et al., 2008 e Chardigny et al., 2003). Dentre os isomeros do CLnA,
cinco t€m sido encontrados em espécies vegetais, que sdo: dcido alfa-eleostedrico, (alfa-ESA),
dcido punico (PA), 4cido caléndico (18:3 - t8,t10,c12), acido jacaricico (18:3 - ¢8,t10,c12), e
acido catalpico (18:3 - t9,t11,c13) (Figura 10) (Iwabuchi et al, 2003). O alfa-ESA e PA foram
encontrados em niveis de 60-80% em alguns 6leos de sementes de algumas plantas (Tsuzuki
et al., 2006 e Yuan et al., 2009a). A dieta em CLnA, € quantitativamente menor em 6leos
vegetais, ocorrendo até 0,2% em peso (Tsuzuki et al., 2003). No entanto, CLnA € encontrado
em grandes quantidades em alguns tipos de Oleos, tais como; tungue, romad, catalpa e
momordica charantia (aproximadamente 60% de alfa-ESA), onde estes acidos conjugados
correspondem de 40 a 80% do total dos acidos graxos. Estudos em ratos e camundongos
mostraram que o alfa-ESA e PA podem ser convertidos em 9c, trans11-18:2 (Kim et al., 2002
e Yang et al., 2005). O alfa-ESA, é parcialmente saturado na posicdo C13 e convertido para
9¢,11t-CLA, um dieno conjugado, apds a administracdo em ratos (Tsuzuki et al., 2004). O
CLnA possui diversas atividades bioldgicas. A mistura destes isdmeros foi relatada como

sendo um supressor potente sobre o crescimento de varias células tumorais (Kim et al., 2002).
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Estudos anteriores mostraram que a suplementacdo de alfa-ESA ou PA ajudam a diminuir
significativamente o colesterol hepdtico (Yang et al., 2005).

O PA também podem ser incorporados e metabolizado em 9c, 11t - 18: 2, em figado,
plasma, tecido adiposo, rim e cérebro de ratos. O PA pode suprir o surgimento de células
cancerigenas na pele, mama e prostata e também diminuiu a acumulacio de triacilglicerol no

figado de ratos (Tsuzuki et al, 2006).

Acido linoléico (9c, 12¢ - 18:2)
v\/\/%/—ﬁg/\/\/‘\/ COOH
Acido linoleico conjugado (9c, 11t - 18:2)
A NN NN CO0H
Acido linoleico conjugado (10t, 12¢ — 18:2)

15 12 2 COOH
NP = e Y
Acido o-linolénico (9, 12¢, 15¢ - 18:3)
QAL = COOH

Acido o-eleostearico (9c, 11t, 13t - 18:3)
N\WNW COOH
Acido B-eleostesrico (9t, 11t, 13t — 18:3)
13 ! k4 COOH

Acido punico (9c, 11t, 13c - 18:3)

Figura 10. Estruturas 4cido linoléico, dcidos linoléico conjugados, dcido [J-linolénico, dcidos

eleostedricos e dcido punico.

2.7.  Oleo de roma

O perfil lipidico das sementes de roma também ganhou atencdo devido ao seu alto
teor de acidos graxos poli-insaturados (AGPI). Estudos recentes mostraram que o dleo de
semente de roma é composto por 60 a 80 % de acido linolénico conjugado (CLnA) (Jing, et
al, 2012), dos quais o mais importante € o 9c, 11t, 13c - octadecatrienéico, conhecido como
acido punico (PA). O teor de 6leo nas sementes de roma pode variar de 12 a 20 %, em base
seca. (Goula, 2013). O 6leo de semente de roma pode reduzir o tecido adiposo, apresenta

efeitos antiaterog€nicos, ou seja, dificulta a formacdo de placas de gordura nas artérias além
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de diminuir os niveis do colesterol LDL (Low Density Lipoproteins) e triglicérides no sangue
(Jing, et al, 2012).

Oleo de sementes de rom, rico em acido piinico, pode inibir a proliferacio de vérias
tipos de células cancerigenas em seres humanos, como cancer de prostata e mama (Lucci et al,
2015). Apresenta também fitoestrogénios tais como estradiol, estriol e estrona, compostos que
aliviam os efeitos da menopausa e protegem a pele dos radicais livres (Mori-Okamoto et al,
2004). Os polifendis do 6leo proporcionam uma potente atividade antioxidante que pode

auxiliar na redug@o dos sinais de envelhecimento (Kim et al, 2002).

2.8.  Analise Cromatografica dos Esteres Metilicos de Acidos Graxos

Os primeiros estudos com cromatografia foram realizados pelo botdnico russo
Mikhael 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 et al, 2006).
Com a expansdo da cromatografia surgiu a cromatografia em fase gasosa, onde o solvente
utilizado para transportar a amostra pela coluna foi substituido por um gas (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 a 4 mm de didmetro
interno. Estas colunas apresentavam baixa eficiéncia na separac¢do, devido ao baixo nimero
de pratos tedricos (Tvrzicka et al, 2002).

A eficiéncia da separag@o foi alterada a partir da introdugo das colunas capilares por
Golay em 1958, que por apresentarem grande nimero de pratos tedricos, possuem maior
eficiéncia e promovem resultados mais precisos devido a melhor resolugcdo (Collins et al.,
2006). Atualmente as colunas capilares mais usadas variam de 50 a 100 metros de
comprimento e o numero de pratos tedricos € suficiente para promover resolucdo
cromatografica adequada para separar misturas de ésteres metilicos de dcidos graxos (EMAG)
complexos (Seppanen-Laakso et al, 2002). A separacdo dos EMAG pode ser realizada em trés
diferentes tipos de coluna, com fase estaciondria apolar, polar e muito polar (Christie, 1989),
que sdo as quimicamente ligadas, sendo estas as mais utilizadas devido a maior resisténcia
mecanica da fase estaciondria e maior estabilidade térmica, resultando no aumento do tempo

de vida qitil da coluna (Milinski, 2007).
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A cromatografia em fase gasosa tem ocupado lugar de destaque entre os métodos de
andlise pela facilidade e eficiéncia em executar a separacdo dos diferentes componentes
lipidicos de uma mistura, sendo acoplada a detectores, que auxiliam na identificagdo e
quantificagdo absoluta dos constituintes. No entanto, ¢ uma técnica que exige os analitos
sejam estdveis a temperatura durante a andlise cromatografica, apresentarem derivados
voléteis, como nas andlises de lipidios. Neste caso, o preparo dos ésteres metilicos de acidos
graxos (EMAG) é feito através da reacdo de derivatizacdo, conhecida como transesterificagio,
convertendo os ésteres de alto ponto de ebulicdo, como triacilglicer6is, a outro éster de ponto
de ebulicdo inferior, como os EMAG (Zara, 2008).

O detector de ionizacdo de chama (DIC) é o mais conveniente e usado nas andlises
dos ésteres metilicos de acidos graxos pelo baixo custo, alta eficiéncia, resposta rapida,
grande faixa de linearidade, resposta quase universal e alta sensibilidade (Craske & Bannon,
1987). No entanto, a identificagdo dos compostos utilizando o DIC nédo pode ser conclusiva.
Para aumentar a confiabilidade desta identificacdo, utiliza-se a adicdo de padrido “spiking”,
utilizacdo de padrio secundario, métodos graficos e indices sisteméticos de retencao.

No Brasil, os trabalhos realizados nas andlises de EMAG para alimentos,
normalmente utilizam o método da normalizacdo de drea, onde os resultados sdo expressos
em porcentagem de drea relativa (Visentainer e Franco, 2012; Tarley et al, 2004). Nesse
método, todos os componentes da amostra devem ser detectados e, na ocorréncia de omissdao
ou estimativa de um componente, a drea dos demais componentes ¢ afetada. Além disso, os
resultados apresentados por este método apresentam dificuldades de interpretagdo (Aguiar et
al., 2011).

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

O uso da metodologia de padrio interno requer alguns requisitos como a substincia
ndo poderé fazer parte da amostra, deverd apresentar alto grau de pureza, ser acessivel e de

baixo custo, além de ndo coeluir com componentes da amostra, mas ao mesmo tempo, eluir
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préximo a eles (Brondz, 2002 e Visentainer, 2012). Como os ésteres metilicos de acidos
graxos respondem diferencialmente no DIC, é necessdrio utilizar fatores de correcdo para os
ésteres metilicos em relagc@o ao padrdo interno, que também € um éster. Os fatores utilizados
sao o fator de corre¢do experimental ou empirico (FCE), cujo valor é determinado
experimentalmente e o fator de correcdo tedrico (FCT), determinado teoricamente, a partir do
nimero de carbonos ativos (C*), sendo que ambos os fatores sdo obtidos baseando-se em

comparagdes entre ésteres metilicos analisados e o padrado interno (Visentainer, 2012).
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3. OBJETIVOS
3.1.  Objetivo geral

Avaliar os efeitos das dietas em filés de tildpias do Nilo sobre a capacidade

antioxidante e a composi¢do em 4cidos graxos.

3.2.  Objetivos especificos

® Preparar as dietas controle e suplementada com farinha de semente de roma;

e Avaliar a composi¢do proximal (umidade, cinzas, proteina bruta, lipidios totais,
carboidratos e valor energético) da farinha de semente de romad e das dietas
desenvolvidas;

e Avaliar a capacidade antioxidante (DPPH, ABTS, FRAP e ORACEF.) da farinha de
semente de romd, das dietas (racdes) e dos filés de tilapia.

e Identificar e quantificar os 4cidos graxos presentes nas racoes e nos filés das tilapias.

4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Farinha da semente de roma

Foi adicionado a racdo do Tratamento II 11,64% de farinha de semente de roma. As
romas utilizadas no experimento foram coletadas na cidade de Apucarana/Parand no periodo
de novembro de 2013 a Janeiro de 2014. Para o preparo da farinha as sementes foram
separadas da casca, em seguida foram espremidas para remog¢do da polpa, depois foram secas
em estufa a 55°C por 10 horas e em seguida foram trituradas em um multiprocessador de
alimentos para produgdo da farinha. A farinha resultante do processo foi peneirada (16 mesh)

e acondicionadas a vicuo em embalagens de polietileno a -18°C até o preparo das racdes.

4.2. Extracao do é6leo
A extragdo do dleo foi realizada utilizando um solvente orgénico (hexano). O hexano

e a farinha semente de roma foram misturadas na propor¢do 4:1 (v/w) e permaneceram sob
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agitacdo durante 3 h. A mistura foi centrifugada a 10.000 rpm por 10 min e, em seguida, o

solvente foi evaporado a vicuo a 38 °C para se obter o 6leo de sementes de roma.

4.3. Preparo das racoes

Foram desenvolvidos trés tipos de ragdes, atendendo as normas nutricionais para
tildpias (NRC, 1993) sendo que:

e Tratamento I - Racdo controle —racdo acrescida de 2,1% de 6leo de soja;
e Tratamento Il — ragdo acrescida de 11,64% de farinha de semente de roma;
e Tratamento Il — ragdo acrescida de 2,1% de 6leo de roma.

Para o preparo das racdes, os ingredientes moidos e peneirados foram misturados
com &agua para obtencdo dos pellets, sendo que estes foram posteriormente secos em estufa
com circulacdo de ar a 55°C por 10 horas, em seguida foram resfriados a temperatura
ambiente e separados em pequenas por¢des, que foram acondicionadas a vacuo, protegidas da
luz e mantidas a temperatura de -18°C até a utilizac@o na alimentagdo dos peixes. A Tabela 1

apresenta as formulagdes das trés racdes desenvolvidas.
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Tabela 1. Formulagdes das racdes utilizadas nos diferentes tratamentos (% em massa).

Ingredientes alimentares Tratamento I Tratamento II Tratamento I11
Farelo se soja 53,65 53,65 53,65
Farelo de milho 23,28 11,64 23,28
Farinha de semente de roma - 11,64 -
Gérmen de trigo 8,62 8,62 8,62
Farinha de arroz 7,66 7,66 7,66
Fosfato bicalcico 2,87 2,87 2,87
Oleo de soja 2,1 2,1 -
Oleo de Roma - - 2,1
Sal comum (NaCl) 0,48 0,48 0,48
Premix* 0,48 0,48 0,48
L — Lisina (HCI) 0,19 0,19 0,19
DL- Metionina 0,14 0,14 0,14
L - Treonina 0,14 0,14 0,14
Propionato de célcio 0,1 0,1 0,1
Vitamina C fosfatada 35% 0,1 0,1 0,1
Cloreto de colina 0,1 0,1 0,1
L — triptofano 0,05 0,05 0,05
BHT** 0,04 0,04 0,04

*Suplemento mineral e vitaminico; ** BHT — butil-hidroxitolueno. Tratamento I: ragdo controle; Tratamento II:

racdo suplementada com farinha de semente de roma; Tratamento III: racdo suplementada com dleo de roma.

4.4. Sistema de confinamento e preparo das amostras de peixe

O estudo foi realizado no Laboratério de Quimica de Alimentos, Departamento de

Quimica da Universidade Estadual de Maringd, no periodo de Janeiro a Fevereiro de 2014.

Foram utilizadas um total de 90 tildpias adquiridas na Codapar, localizado no distrito
de Floriano, municipio de Maringd, Parand. As tildpias apresentaram peso médio inicial de
15,00 + 0,10 g, sendo 30 peixes para cada tratamento. As tildpias foram distribuidas em trés
tanques de vidro com dimensdes 34,0 cm x 24,5 cm x 49,0 cm (altura x largura x

comprimento), como na Figura 11. Os peixes foram alimentados em duas porcdes diarias,
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sendo 60 % da ragdo distribuida na parte da manha e o restante (40 %) na parte da tarde. Cada
aqudrio recebeu aeracao constante, por meio da utilizacdo de bombas préprias, mangueiras e
ponteiras para o borbulhamento de ar. Foi empregado um filtro externo em cada aqudrio para
a filtracdo e circulacdo da agua. Para zelar pela qualidade da 4gua, diariamente, fezes e
residuos de ragdo foram removidos do meio através de sifonagdo. Além disso, parte do
volume de dgua de cada aqudrio (50 a 60 %) foi substituida por dgua limpa, previamente
desclorada. Além disso, diariamente, foi medido o nivel de amdnia do meio, e quando

necessdrio, foi empregado removedor de amonia, a fim de evitar a eutrofizacio nos aquarios.

Figura 11. Sistema de confinamento das tildpias em tanques de vidro.

Primeiramente as tildpias passaram 7 dias em adaptacio recebendo ragdo controle.
Ap6s esse periodo, foi retirada uma amostra de cada tanque (cerca de 10 peixes) e foram
realizadas andlises do tempo zero (zero dias de suplementacdo). Logo apds iniciou-se o
experimento fornecendo a racdo suplementada aos peixes. Novas amostragens foram

realizadas nos periodos de 15 e 30 dias de suplementacg@o, coletando-se 10 peixes por tanque.
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A cada coleta a quantidade de racdo administrada foi recalculada devido a variacdo na
quantidade de peixes em cada tanque. A Figura 12 mostra um fluxograma simplificado do

delineamento experimental utilizado.

Apods cada amostragem, as tildpias foram sacrificadas, evisceradas e filetadas. Os
filés foram embalados a vicuo em sacos de polietileno e foram mantidos a -18°C para
andlises posteriores. Antes de cada andlise os filés foram descongelados, triturados em

multiprocessador de alimentos e devidamente homogeneizados.

[Preparo da racio controle] [Prepam da ragio Suplementadi

) 4
| Adaptacao

\ 4

Amostragem
TO

15 dias 30 dias

Y

—
Amostragem
T30

Amostragem
T15

Figura 12. Fluxograma simplificado do delineamento experimental.

4.5. Composicao proximal das racoes e da farinha de semente de roma

Os teores de umidade e cinzas foram determinados gravimetricamente, conforme
técnicas da AOAC (Cunnif, 1998), por aquecimento em estufa e mufla a 105 e 600°C,
respectivamente. A andlise do teor de proteina bruta foi baseada no processo semi-micro
Kjedahl, conforme a técnica AOAC (Cunnif, 1998). Os lipidios foram extraidos com uma
mistura cloroférmio-metanol-dgua (2:2:1,8, v/v/v), segundo Bligh & Dyer (1959), sendo ser
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’1 (17kJ g'l), proteina 4 kcal g'1 (17kJ g'l) e lipidios 9kcal g’1 (B7K g'l)
(Brasil, 1998).
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4.6. Extracao e Derivatizacao dos Lipidios Totais

Assim como nas ragdes, os lipidios totais dos filés de tildpia foram extraidos segundo
Bligh et al. (1959). A metilagdo dos dcidos graxos dos lipidios totais foi realizada segundo o

método de Hartman & Lago (1973).

4.7. Anaélise Cromatografica dos Esteres Metilicos de Acidos Graxos

Os ésteres metilicos de acidos graxos (EMAG) foram separados em um cromatografo
a gds Thermo, modelo trace ultra 3300, equipado com detector de ionizagdo em chama e
coluna
capilar de silica fundida CP - 7420 (Select FAME, 100 m de comprimento, 0,25 mm de
diametro interno e 0,25 um de cianopropil). As vazdes dos gases foram de 1,2 mL min” para
o gés de arraste (Hy); 30 mL min” para o gis auxiliar (N) e 35 e 350 mL min-1 parao H, e
para 36 o ar sintético, respectivamente, para a chama do detector. O volume injetado foi de
2,0 pL, Utilizando divisao da amostra (splif) 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 retencdo e as dreas dos picos dos EMAG foram determinados utilizando o
software ChromQuest 5.0. Os 4cidos graxos foram identificados a partir da comparacido de
seus tempos de retencdo com padrdes SIGMA (USA) de composi¢do conhecida.

A quantifica¢do absoluta dos EMAG foi realizada através da padronizacdo interna,
utilizando como padrido o metil éster do acido tricosanoico (23:0) 189-19, da marca SIGMA
(USA), e
os célculos das concentragdes foram realizados utilizando os fatores de correcdo tedricos
descritos por Visentainer (2012). A quantidade de 4cidos graxos nas amostras foi calculada

em mg g’1 de lipidios totais (mg g de LT) utilizando a Equagio 1.

— AXMPFCT

= €]
APMAFCEA

X
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Onde: Mx é a massa do 4dcido graxo X em mg g de lipidios totais, A, ¢ a drea do
pico do 4cido graxo X, A, € a drea do pico do padrdo interno (23:0), Mp € a massa de padrao
interno adicionada a amostra em mg, M, é a massa da amostra em g, Fcr € o fator de correcdo
tedrico do detector de ionizacdo em chama (DIC) e Fcpa € o fator de conversdao de éster

metilico para dcido graxo.

4.8. Capacidade antioxidante

A capacidade antioxidante das racdes e dos filés foi determinada por meio dos
ensaios DPPH, FRAP e ABTS, utilizando-se volumes de 10 mL e de 50 mL de cada reagente.
Também foram analisadas as fra¢des hidrofilicas (H-ORACy.) e lipofilica (L-ORACy;) do
ensaio ORACE.. Para todas as andlises foi utilizado como padrdo de referéncia o Trolox
(acido-6 hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2carboxilico), para converter a capacidade de

inibi¢do de cada amostra para capacidade antioxidante em equivalente Trolox (ET).

4.8.2. Soluciao de DPPH

A solucdo estoque de DPPH (2,2-difenil-1picril-hidrazil) foi preparada pela
dissolucdo de 80 mg do radical DPPH em 200 mL de uma mistura etanol/dgua (50:50, v/v),
seguido de adicdo de 800 mL de uma mistura etanol/dgua (50:50, v/v). Os valores de
absorbancia foram determinados em 525 nm (Serpen et al., 2012a). Solucdes metandlicas de
Trolox em diferentes concentracdes foram utilizadas para a obtenc@o da curva de calibragio
(y = 1,945x + 3,197, R2 = 0,998, para volume de 10 mL e y = 1,902x + 3,308, R2 = 0,997 para
volume de 50 mL), sendo a capacidade antioxidante expressa em umol de equivalente Trolox

por grama de amostra (Wmol ET g'l).

4.8.3. Solucido de FRAP

A solucdo de FRAP foi preparada pela dilui¢do de uma solucio aquosa de 10 mmol
L' do reagente TPTZ (2,4,6-Tris(2 piridil)-1,3,5-triazina) e 20 mmol L' de cloreto férrico

anidro (FeClz) em uma solugdo tampdo 300 mmol L™ de acetato de sédio e dcido acético (pH
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3,6) na propor¢cao 1:1:10 (v/v/v), como descrito por Benzie et al (1996), as leituras de
absorbincia foram realizadas em 593 nm. Solu¢des metandlicas de Trolox em diferentes
concentragdes foram utilizadas para a obtengdo das curvas de calibragdo (y = 0,043x + 0,006,
R? = 0,998, para volume de 10 mL e y = 0,042x - 0,009, R? = 0,998 para volume de 50 mL),
sendo a capacidade antioxidante expressa em Wmol de equivalente Trolox por grama de

amostra (umol ET g™).

4.8.4. Soluciao de ABTS

No ensaio ABTS, a solug@o 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 potdssio
(2,45 mmol L™). A solugdo final ficou em repouso, ao abrigo da luz e temperatura ambiente
por 16 horas, sendo os 10 mL da solug@o final diluidos com aproximadamente 400 mL de
uma mistura etanol/dgua (50:50, v/v) antes da utilizacdo. As leituras de absorbancia foram
realizadas em 734 nm (Serpen et al., 2012a). Solu¢des metandlicas de Trolox em diferentes
concentragdes foram utilizadas para a obtengdo das curvas de calibragdo (y = 2,443x + 5,876,
R2 =0,998, para volume de 10 mL e y = 2,596x + 5,746, R2 = 0,999, para volume de 50 mL),
sendo a capacidade antioxidante expressa em Wmol de equivalente Trolox por grama de

amostra (umol ET g).

4.8.5. Ensaios de capacidade antioxidante seguindo procedimento QUENCHER

Os ensaios DPPH, FRAP e ABTS foram realizados seguindo o procedimento
QUENCHER (Serpen et al, 2012a). Antes da realizacdo do procedimento as amostras foram
secas em liofilizador e depois peneiradas (80 mesh) para evitar qualquer interferéncia
granulométrica, pois a capacidade antioxidante é medida através do contato direto do radical
(reagente) com a amostra. Em seguida 10,0 mg da amostra de rac@o controle e dos filés de
tilipia foram pesados em tubos de ensaio protegidos da luz e 10 mL das respectivas solu¢des
de trabalho foram adicionados aos tubos para iniciar as reagdes. Os tubos permaneceram sob
agitacdo por 60 minutos seguidos de centrifugacdo a 5000 rpm por 10 minutos. A absorbancia
dos sobrenadantes foi medida em 252 nm (ensaio DPPH), 593 nm (ensaio FRAP) e 734 nm
(ensaio ABTYS).
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Nas amostras da racao de farinha de semente de roma e da farinha da semente de
roma foram necessdrias dilui¢des com celulose nas proporcoes de 1:2 a 1:5 (m/m), para os
ensaios DPPH, FRAP e ABTS. Em seguida 10,0 mg da amostra de racdo e da farinha de
semente de roma foram pesados em béqueres protegidos da luz e 50 mL das respectivas
solugdes de trabalho foram adicionados a amostra para iniciar as reagdes. As amostras
permaneceram sob agitacdo por 60 minutos, o conteido dos béqueres foram transferidos para
tubos de centrifuga para centrifugacio que ocorreu a 5000 rpm por 10 minutos. A absorbancia
dos sobrenadantes foi medida em 252 nm (ensaio DPPH), 593 nm (ensaio FRAP) e 734 nm
(ensaio ABTS).

4.9. Capacidade antioxidante determinada pelo Ensaio ORACy; (Oxygen Radical
Absorbance Capacity)

Os procedimentos de preparacdo dos extratos hidrofilicos (H-ORACk.) e lipofilicos

(L-ORACFk.) para o ensaio ORACy, foram realizadas de acordo com Prior et al (2003).

4.9.2. Extratos Lipofilicos (L-ORACyy) do ensaio ORACyy,

No preparo dos extratos lipofilicos do ensaio ORACE., 0,5g de cada amostra seca e
peneirada foi pesada em tubos de centrifuga e o conteddo lipofilico foi primeiramente
extraido com adicdo de 10 mL de hexano. Apds a adicdo de solvente, os tubos foram agitados
por 30 segundos, seguidos de sonicagdo a 37°C por 5 minutos. Os tubos foram agitados duas
vezes durante a etapa para suspender as amostras. Na sequéncia, os tubos permaneceram a
temperatura ambiente por 10 minutos com agitacdo ocasional. Posteriormente, todas as
amostras foram centrifugadas a 4000 rpm por 10 minutos 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 extragdes seqiienciais foram
combinados, concentrados em evaporador rotativo a 30°C e o extrato hexanico seco foi
dissolvido em 1,5 mL de acetona e 4,5 mL de solucdio 7% de RMDC (B-ciclodextrina

aleatoriamente destilada) (50% acetona: 50% agua, v/v).
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No ensaio L-ORACk., os extratos foram diluidos com solu¢do 7% de RMDC em
acetona/dgua (50:50, v/v) até uma concentracdo apropriada para estar dentro do intervalo de
concentracdo da curva padrdo. A solugdo 7% de RMDC foi utilizada como branco e para

dissolver os padrdes de Trolox no ensaio lipofilico.

4.9.3. Extratos Hidrofilicos (H-ORACpr) do ensaio ORA Cyy,

As extragdes hidrofilicas foram realizadas com os residuos resultantes das extragdes
lipofilicas pela adi¢do de 10 mL de uma mistura acetona/dgua/dcido acético (70:29,5:0,5;
v/v/v) e aplicando o mesmo procedimento utilizado nas extracdes lipofilicas. As amostras
foram centrifugadas a 4000 rpm por 15 minutos e os sobrenadantes foram coletados em
baldes volumétricos. A extrag@o foi repetida, sendo os sobrenadantes combinados e diluidos
para um volume final de 25 mL.

No ensaio H-ORACy;, os extratos foram diluidos com acetona/dgua/acido acético
(70:29,5, 0,5; v/v/v) até o intervalo de concentragido apropriado para curva padrdo. Padroes de
Trolox foram preparados em acetona/dgua/dcido acético (70:29,5, 0,5; v/v/v) bem como o

branco para o ensaio H-ORACk;.

4.9.4. Ensaio ORACyy,

Os ensaios H-ORACg, e L-ORACy, foram realizados a 37°C em um
espectrofluorimetro da marca PerkinElmer, modelo Victor™ X4, utilizando microplacas
pretas de 96 pocos, em que a medida de excitagdo/emissao € feita a partir do topo da placa.

Uma porc¢ao de 20 pL. das amostras diluidas foi adicionada a cada uma das células da
microplaca seguida pela adi¢do de 200 puL de solugdo 0,004 pmol L de fluoresceina sédica
preparada como descrito por Prior et al (2003). A microplaca foi inserida no
espectrofluorimetro por 5 minutos para estabilizacdo da temperatura. Em seguida 75 pL da
solugdo de AAPH (2,2’- azobis-(2-amino-propano dihidocloreto), diluida em tampao fosfato
0,075 molL* para o ensaio L-ORACp. e 8,6 mg mL! para o ensaio H-ORACg. foram
adicionadas a cada célula. As leituras foram iniciadas imediatamente em intervalos de 1
minuto durante 30 minutos de andlise. Os comprimentos de onda de excitacdo e emissdo
foram 485 e 515 nm, respectivamente.
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Os valores finais de H-ORACp, e L-ORACy, foram calculados utilizando um
modelo de regressdo linear (y = ax + b) entre concentragdo de Trolox (umol L'l) e a area
liquida sob a curva de decaimento da fuoresceina, de acordo com Prior et al (2003). A 4rea
abaixo da curva (AUC) de decaimento da fluoresceina foi calculada utilizando a seguinte

Equagdo 2.

AUCZ(1+f1/fo+f2/fo+~-~+fn/fo) (2)

Onde: fp € a intensidade de fuorescéncia inicial e f, € a intensidade de fluorescéncia
no tempo 7.
O valor de AUC liquido é obtido subtraindo-se a drea abaixo da curva de decaimento

da fluorescéncia do branco (AUC) do valor da amostra ou padrdo (Wu et al, 2008).
4.10. Analise estatistica

Os resultados foram submetidos a analise de varidncia (ANOVA) e as médias foram
comparadas por meio do Teste-t, utilizando o software Microsoft Office Excel, versdao 2007

e do teste de Tukey, através do programa Statistica, versdo 8.0. O nivel de significancia

utilizado para rejeicdo da hipdtese nula foi 5% (p<0,05).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Composi¢ao proximal da farinha de semente de roma e das racoes formuladas

Os resultados obtidos nas andlises de umidade, cinzas, proteina bruta, lipidios totais,
carboidratos, valor energético e capacidade antioxidante da farinha de semente de roma, estio
apresentados na Tabela 2.

De acordo com os resultados obtidos para andlise da composi¢do proximal da farinha
de semente de romd pode-se observar que este ingrediente apresenta grande quantidade de
carboidratos (50,95 + 2,845 %) se comparado com o farelo de soja (14 %) e de milho (39%)
(Massi e Rezende, 2013). A farinha de semente de roma apresentou teor de proteina bruta
(16,07 + 0,253 %) menor que os encontrados em de farelo de soja (49,74 %) e maiores aos
encontrados em farelo de milho (8,84%) (Zeoula et al, 2003). O valor encontrado para andlise
de lipidios totais (17,89 + 0,408 %) se apresentou dentro do esperado, segundo descrito por
Goula (2013), que € de 12 a 20 % de 6leo. Este valor se apresentou superior aos encontrados

em farelo de soja (5%) e de milho (12%) (Massi e Rezende, 2013).

Tabela 2. Composicdo proximal e capacidade antioxidante da farinha de semente de roma.

Composicao Proximal (%) Capacidade Antioxidante (Lumol ETg'l)
Umidade* 11,42 + 0,0231 FRAP 231,20 + 7,242
Cinzas 3,67 + 0,0026 ABTS 165,71 + 6,530
Proteina Bruta 16,07 + 0,253 DPPH 365,54 + 10,62
Lipidios Totais 17,89 + 0,408 H-ORACk, 217,56 + 14,58
Carboidratos 50,95 + 2,845 L-ORACy. 392,92 + 19,07
Valor energético (kcal g'l) 429,12 + 9,530 CAT* 610,48 + 24,00

*Os resultados da andlise de umidade foram expressos em base seca. *CAT: capacidade antioxidante total = (H-ORACg_ + L-
ORAC).

Em relac@o aos ensaios de capacidade antioxidante pode-se observar que a farinha de
semente de roma apresentou elevada capacidade antioxidante para todas as técnicas, onde
pode-se destacar o ensaio DPPH (365,54 + 10,62 umol ET g'l) e ao ensaio L-ORACg.
(392,92 + 19,07 umol ET g'l) que apresentaram os maiores valores de capacidade

antioxidante. O resultado obtido no ensaio L-ORACy, representa cerca de 64,36 % da
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capacidade antioxidante total do ensaio ORACy. (CAT = 610,48 24,00 umol ET g'l), 1SS0
pode explicar como os antioxidantes de origem lipofilica tem maior potencial de bioatividade
do que os antioxidantes de origem hidrofilica, pois podem atravessar as membranas de células
lipoproteicas de forma mais eficaz (Huang et al, 2002).

Os resultados obtidos nas andlises de umidade, cinzas, proteina bruta, lipidios totais,
carboidratos e valor energético da ragdo do Tratamento I (controle), do Tratamento II
(suplementada com farinha de semente de roma) e do Tratamento III (suplementada com 6leo

de roma) estdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Composicao proximal das racoes do Tratamento I, II e III.

Tratamento I (%) Tratamento II (%) Tratamento III (%)

Umidade 7,110 + 0,00144 ° 8,090 + 0,00154* 5,166 + 0,0035°

Cinzas 7,620 +0,0102* 7,070 + 0,0097 ® 9,552 + 0,0300°

Protefna bruta 33,68 +0,180" 31,62 +1,431* 33,56 + 0,2573*
Lipidios totais 4,060 +0,712* 4,587 +1,297* 5,902 +0,750*
Carboidratos 47,82 + 0,685 48,63+ 1,569* 45,82 +0,793"

Valor energético (kcal g™ 359,80 + 3,564 362,28 + 0,945 370,64 + 1,121*

Médias dos valores _desvio padrdo; n = 3. Diferentes letras maitisculas na mesma linha indicam diferenca significativa
(p<0,05) pelo Teste de Tukey. Tratamento I: tratamento controle; Tratamento II: tratamento com ragdo enriquecida com

farinha de roma, Tratamento III: tratamento com ragéo enriquecida com 6leo de roma.

Comparando-se os resultados obtidos pode-se observar diferenca significativa
(p<0,05) somente para as andlises de umidade e cinzas das ra¢gdes formuladas. A umidade da
racdo do Tratamento II se apresentou mais elevada, isso pode ser devido ao fato de que essa
racdo foi enriquecida com farinha de semente de roma, que também apresentou umidade
relativamente elevada. Quanto as demais andlises ndo foram observadas diferencas
significativas (p>0,05), garantindo assim a caracteristica desejada de serem isoproteicas e
isocaloricas. Esse fator € de extrema importincia, pois a ocorréncia de varidveis desordenadas

durante o experimento é uma caracteristica indesejada.
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5.2. Capacidade antioxidante das racoes formuladas

Para a determinacdo da capacidade antioxidante das ragdes formuladas foram
aplicados os ensaios FRAP, ABTS e DPPH, seguindo-se o procedimento QUENCHER e
analisadas as fracoes hidrofilicas (H-ORACkg) e lipofilicas (L-ORACyg) do ensaio ORACk.

Os resultados estdo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4. Capacidade antioxidante das ra¢des do Tratamento I, II e III (wmol ET g'l).

Ensaio Tratamento 1 Tratamento I1 Tratamento III
FRAP 18,33 + 0,3108" 50,74 +2,550* 11,26 + 0,4982°
ABTS 9,989 + 0,2837¢ 186,40 + 6,894" 22,03 +1,939°
DPPH 19,32 + 0,6236" 94,53 +2,531* 12,79 + 0,7207¢
H-ORACk, 21,16 + 1,448° 115,08 + 8,613* 95,89 +2,216"
L-ORACk, 7,939 + 0,6556° 9,374 + 0,460° 19,47 + 0,4801*
CAT* 29,10 + 1,589° 124,45 + 8,074* 115,36 + 2,267°

Médias dos valores de desvio padrdo; n = 4. Diferentes letras mintsculas na mesma linha indicam diferenca significativa
(p<0,05) pelo Teste Tukey. Tratamento I: tratamento controle; Tratamento II: tratamento com ragdo enriquecida com
farinha de roma, Tratamento III: tratamento com ragdo enriquecida com 6leo de romd *CAT: capacidade antioxidante

total = (H-ORACFL + L-ORACFL)

Para os ensaios FRAP, ABTS e DPPH foi utilizado o procedimento QUENCHER,
para determina¢do da capacidade antioxidante da ra¢do do Tratamento I, II e III. Pode-se
observar que a ragdo do Tratamento II (suplementada com farinha de semente de romad)
apresentou capacidade antioxidante superior a racdo do Tratamento I (controle) e a do
Tratamento III (suplementada com 6leo de roma), com aumento significativo (p<0,05) da
capacidade antioxidante dessa rag¢do. Os altos valores de capacidade antioxidante dessa ragio
podem estar relacionados ao fato de que a farinha de semente de rom4, adicionada a esse
tratamento, apresentou elevada capacidade antioxidante, para todos os ensaios.

Os resultados obtidos para as fragdes H-ORACg, e L-ORACy, do ensaio ORACkg,
apresentaram diferencga estatistica (p<0,05), tendo como destaque as fracdes H-ORACg. do
Tratamento II (115,08 + 8,613 pmol ET g') que apresentou capacidade antioxidante superior
a do Tratamento I (21,16 + 1,448 umol ET g’l) e do Tratamento III (95,89 + 2,216 umol ET

g'l), assim como foi superior ao encontrado por Carbonera et al. (2014a) para racdo
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suplementada com 0,28 % de extrato etandlico de residuo de acerola (60,16 + 1,82 umol ET
g'l). A capacidade antioxidante da fracdo L-ORACE. do Tratamento III (19,47 + 0,4801 pmol
ET g'l) se apresentou superior a do Tratamento I (7,939 + 0,6556 pumol ET g'l) e a do
Tratamento II (9,374 + 0,460 umol ET g'1) assim como foi superior ao obtido por Carbonera
et al. (2014a) para sua racdo suplementada com extrato etandlico de residuo de acerola (1,76

+0,13 umol ET g™).
5.3. Capacidade antioxidante dos filés de tilapia

Em alimentos com matriz heterogénea e complexa, tais como carnes e produtos
cérneos, sua atividade antioxidante nao pode ser avaliada por um tnico método. Dois ou mais
ensaios sdo necessdrios para investigar a capacidade antioxidante das amostras, pois cada
método apresenta um mecanismo quimico diferente que refletem as propriedades
antioxidantes das amostras (Serpen et al, 2012a). Neste trabalho para a determinacdo da
capacidade antioxidante dos filés de tilapia foram aplicados os ensaios FRAP, ABTS e DPPH,
seguindo o procedimento QUENCHER, e foram analisadas as fracdes hidrofilicas (H-
ORACHk) e lipofilicas (L-ORACk.) do ensaio ORACE.. Os resultados estdo apresentados nas
Tabelas 5 e 6.

Comparando-se a capacidade antioxidante dos filés de tilapia para o ensaio FRAP
(Tabela 5), entre os Tratamentos I, II e III, foi encontrada diferenca significativa (p<0,05)
para os periodos de 15 e 30 dias de confinamento, para os trés tratamentos, sendo que os
maiores valores de capacidade antioxidante foram encontrados nos filés das tildpias que
receberam a racdo suplementada contendo a farinha de semente de romd. Analisando os
resultados obtidos ao longo do periodo de confinamento, observa-se que os filés de tildpia ndo
apresentam o mesmo comportamento. Como os filés referentes ao tempo zero apresentam a
mesma origem, os resultados sdo os mesmos para cada tratamento (9,20 + 0,26 pumol ET g'l),
ndo apresentando diferencga estatistica (p>0,05). Os filés do Tratamento I apresentaram uma
redugdo na capacidade antioxidante entre os tempos zero e 30 dias (6,59 + 0,30 pmol ET g™)
confinamento. No entanto, os filés do Tratamento II apresentaram um aumento no tempo de

15 dias (9,84 + 0,33umol ET g'l) e em seguida uma redugdo, na capacidade antioxidante, para
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o tempo de 30 dias (8,07 + 0,11umol ET g'l). Para os filés do Tratamento III ndo houve
diferenca estatistica (p>0,05) na capacidade antioxidante entre os tempos de 15 e 30 dias.

Os valores de capacidade antioxidante encontrados no ensaio FRAP para os filés de
tildpia, dos trés tratamentos, foram superiores aos encontrados por Serpen et al (2012a) para
carne bovina (4,9 + 0,2 umol ET g'l) e para carne de peixe (3,0 + 0,1umol ET g'l). Em geral,
o poder antioxidante das amostras se apresentou menor, em comparacdo com OS ensaios
ABTS e DPPH. O método FRAP se baseia na redugdo do complexo [Fe(TPTZ),™] a sua
forma ferrosa, [Fe(TPTZ)2+2], em pH baixo. Os baixos valores encontrados para o ensaio
FRAP podem ser devido a fraca capacidade antioxidante da carne para reduzir o fon férrico a
sua forma ferrosa (Serpen et al, 2012a). O ensaio FRAP determina basicamente a capacidade
antioxidante de compostos de origem hidrofilica, mas ndo responde bem aos compostos de

origem lipofilica (Carbonera, et al, 2014a).

Tabela 5. Capacidade antioxidante dos filés de tildpia do Tratamento I, II e III (wmol ET g'l).

FRAP

Tempo Tratamento I Tratamento II Tratamento III
0 Dias 9,20 + 0,26* 9,20 + 0,26"* 9,20 + 0,26™*
15 Dias 7,03 + 0,27 9,84 + 0,33 7,72 + 0,18
30 Dias 6,59 + 0,30 8,07 + 0,114 7,70 +0,10°*

Tratamento I

Tratamento II

Tratamento III

0 Dias 48,22 + 1,20** 48,22 + 1,20** 48,22 + 1,20**
15 Dias 32,02 + 0,93b° 36,83 + 1,25 30,92 + 0,81
30 Dias 29,24 + 0,70 30,07 + 1,38 27,58 + 1,43

Tratamento | Tratamento 11 Tratamento III
0 Dias 23,93 +0,33* 23,93 + 0,33 23,93 +0,33**
15 Dias 25,71 +0,16™ 30,75 + 0,46** 22,67 + 0,53
30 Dias 35,65 +1,16** 31,72 + 0,89*° 22,70 +0,11°¢

Médias dos valores + desvio padrao; n = 4. Diferentes letras mindsculas na mesma coluna indicam diferenca significativa
(p<0,05) pelo teste de Tukey, para a mesma técnica de andlise. Diferentes letras maitsculas na mesma linha indicam

diferenca significativa (p<0,05) pelo Teste de Tukey para a mesma técnica de andlise. Tratamento I: tratamento com ragao
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controle; Tratamento II: tratamento com racdo enriquecida com farinha de roma; Tratamento III: tratamento com ragdo

enriquecida com 6leo de roma.

Analisando a capacidade antioxidante dos filés de tildpia para o ensaio ABTS
(Tabela 5), observa-se que entre os tratamentos (T I, T II e T III) foi encontrada diferenca
significativa (p<0,05) para os periodos de 15 e 30 dias de confinamento, para cada tratamento,
sendo que os maiores valores foram encontrados nos filés das tildpias que receberam a racio
suplementada com farinha de semente de roma. Foi possivel observar nos resultados obtidos
ao longo do periodo de confinamento, que os filés de tildpia do Tratamento I e II
apresentaram o0 mesmo comportamento, houve uma redugdo em suas capacidades
antioxidantes entre o tempo zero e o tempo de 30 dias. Sendo que o valor obtido no tempo de
30 dias (30,07 + 1,38 umol ET g") do Tratamento II foi superior ao obtido no mesmo periodo
para o Tratamento I (29,24 + 0,70pmol ET g™). Os filés do tempo zero (48,22 + 1,20 umol ET
g'l) apresentam a mesma origem para os dois tratamentos, portanto ndo existe diferenca
estatistica (p>0,05) em sua capacidade antioxidante. No entanto, para os filés de tildpia do
Tratamento III observa-se que houve uma redugdo na capacidade antioxidante entre o tempo
zero e o tempo de 30 dias de tratamento.

Os valores encontrados para o ensaio ABTS, para os filés de tildpia, foram inferiores
aos encontrados por Serpen et al (2012a) para carne de frango (51,7 wmol ET g'l). Sacchetti et
al (2008) investigaram a capacidade antioxidante do radial ABTS™ para extratos hidrofilicos e
lipofilicos de amostras carne de frango, por processos cldssicos de extracdo. Os autores
relataram que as capacidades antioxidantes foram de 10,3 e 5,3 umol ET g’1 para os extratos
hidrofilicos e lipofilicos, respectivamente. Isto revelou um total de 15,6 pmol ET g™, que é
cerca de 52 % menor que o valor obtido no presente estudo. Este resultado encontrado
anteriormente, comparando-se com o procedimento QUENCHER, é, provavelmente, devido
ao fato de que existe a contribuicdo dos compostos que ndo estio solubilizados, diferente do
que ocorre em ensaios que utilizam extratos. No procedimento QUENCHER ¢ possivel
avaliar a capacidade antioxidante sem uma extra¢do preliminar, pois o radical atua
diretamente na superficie da matriz do alimento, determinando assim a capacidade
antioxidante de compostos ligados a matriz insoldvel (Tufan et al, 2013).

Observando a capacidade antioxidante dos filés de tildpia do ensaio DPPH (Tabela
5), foi encontrada diferenca significativa (p>0,05) entre os Tratamentos I, I e III para os

periodos de 15 e 30 dias de confinamento, sendo que os maiores valores foram obtidos para
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os filés de tildpias alimentados com rac¢do suplementada com farinha de semente de roma.
Analisando os resultados obtidos ao longo do periodo de confinamento, também foi possivel
observar um comportamento semelhante entre o Tratamentos I e o Tratamento II, houve um
aumento na capacidade antioxidante do tempo zero para o tempo de 30 dias. O valor obtido
para o tempo de 30 dias (31,72 + 0,89 umol ET g") do Tratamento II foi préximo ao obtido
no mesmo periodo para o Tratamento I (35,65 + 1,16 umol ET g™). Os filés referentes ao
tempo zero apresentam a mesma origem, assim, os resultados sdo os mesmos para cada
tratamento (23,93 + 0,33 umol ET g™, ndo havendo diferenca estatistica entre eles. J4 para o
Tratamento III observou-se uma reducdo na capacidade antioxidante entre o tempo zero € o
tempo de 30 dias, sendo que ndo houve diferenga estatistica (p>0,05) entre os tempos de 15 e
30 dias.

Os valores encontrados, neste trabalho, para os filés de tilapia do Tratamento II, para
o ensaio DPPH, foram proximos aos encontrados por Serpen et al (2012a) para carne de porco
(31,0 umol ET g’l), carne bovina (29,0 pmol ET g'l), carne de frango (30,0 umol ET g'l) e
para carne de peixe (19,1 umol ET g'l). O radical DPPH" é mais indicado para sistemas
hidrofébicos, uma vez que melhor se solubiliza em solventes de baixa polaridade, enquanto o
radical ABTS™ € aplicdvel em ambos sistemas, hidrofilico e lipofilico. Esta diferenga de acdo
entre os radicais DPPH" e ABTS™ ajuda a explicar a tendéncia nos valores encontrados da
capacidade antioxidante dos filés de tildpia em ambos os ensaios, onde se podem observar
melhores resultados para o ensaio ABTS sobre o ensaio DPPH (Carbonera et al, 2014a). Além
disso, é provével que o radical DPPH’ seja mais seletivo do que o radical ABTS™, em reagdes
com espécies doadoras de H (hidrogénio) (Serpen et al, 2012a).

A tabela 6 apresenta os resultados obtidos para nos ensaios H-ORACg., L-ORACg. e

capacidade antioxidante total (CAT), para os filés de tildpia do Tratamento I, II e III.
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Tabela 6. Capacidade antioxidante dos filés de tildpia do Tratamento I, II e III determinada

pelo ensaio ORACE. (umol ET g™).

H-ORACy,
Tempo Tratamento I Tratamento II Tratamento III
0 Dias 31,57+ 3,01 31,57 +3,01°* 31,57 + 3,01
15 Dias 30,03 + 1,65 10,22 + 0,86 25,20 + 0,25*
30 Dias 41,56 + 2,90™ 62,70 + 4,60°* 29,50 + 0,94*
L-ORACy.
Tratamento I Tratamento 11 Tratamento III
0 Dias 49,01 + 1,54** 49,01 + 1,54** 49,01 + 1,54**
15 Dias 40,65 + 2,83 7,30 + 0,62°C 22,53 +2,01"
30 Dias 23,78 + 1,62 16,16 + 0,68 17,80 + 1,44
CAT*
Tratamento I Tratamento II Tratamento III
0 Dias 80,58 +3,38** 80,58 + 3,38** 80,58 + 3,38
15 Dias 70,68 + 3,27°* 17,52 + 1,06 47,73 +2,03*°
30 Dias 65,34 + 3,32 78,86 + 4,65 47,30 + 1,72

Médias dos valores _desvio padrdo; n = 4. Diferentes letras mindsculas na coluna mesma indicam diferenca significativa
(p<0,05) pelo teste de Tukey, para a mesma técnica de andlise. Diferentes letras maidsculas na mesma linha indicam
diferenca significativa (p<0,05) pelo Teste de Tukey para a mesma técnica de andlise. Tratamento I: tratamento controle;
Tratamento II: tratamento com racdo enriquecida com farinha de roma; Tratamento III: tratamento com racdo enriquecida

com 6leo de roma. *CAT: capacidade antioxidante total = (H-ORACk + L-ORACk).

Com relag@o aos resultados obtidos nas andlises das fracdes hidrofilicas (H-ORACk;)
e das fracdes lipofilicas (L-ORACk) do ensaio ORACk. (Tabela 6), pode-se observar que os
antioxidantes de natureza hidrofilica sdo os maiores contribuintes na capacidade antioxidante
total para o Tratamento II e III. O mesmo foi observado por Wu et al (2008) ao analisar carne
bovina e por Carbonera et al (2014a) ao analisar filés de tildpia. O mesmo ndo ocorre para os
filés do Tratamento I.

Analisando-se os resultados encontrados para as fracdes H-ORACp_ e L-ORACg do
ensaio ORACy, (Tabela 6), verifica-se que houve um aumento significativo (p<0,05) na

capacidade antioxidante dos filés do Tratamento II e do Tratamento III no periodo de 15 a 30
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dias de confinamento. Observa-se que o maior valor de capacidade antioxidante encontrado
para a fracio H-ORACE, foi nos filés do Tratamento II com o tempo de 30 dias de
suplementagio (62,70 + 4,60 umol ET g') sendo este superior ao encontrado para o
Tratamento I (41,56 + 2,90 umol ET g'l) e para o Tratamento III (29,50 + 0,94 wmol ET g'l),
assim como foi superior ao encontrado por Carbonera et al (2014a) (11,96 + 0,51 umol ET g
1, com o mesmo periodo de suplementacao.

Ao analisar os resultados da fragdo L-ORACk, para os Tratamentos II e III, também
foi observado um aumento significativo (p<0,05) na capacidade antioxidante dos filés no
periodo de 15 a 30 dias de suplementacdo, sendo os maiores valores foram obtidos para o
Tratamento III, no periodo de 30 dias de suplementacio (17,80 + 1,44 pmol ET g”). Este
valor encontrado foi superior ao obtido por Carbonera et al (2014a) (2,60 + 0,13 umol ET g’
h para filés de tildpias com o mesmo tempo de suplementagdo.

Para avaliar de modo geral a capacidade antioxidante encontrada nos filés de tildpia
no ensaio ORACY;, foi determinada a capacidade antioxidante total (CAT), que equivale o
somatorio dos resultados encontrados em ambas as fragdes, hidrofilicas e lipofilicas, dos filés
(Tabela 6). Observa-se que para os filés de tildpia do Tratamento I e III a capacidade
antioxidante total (CAT) diminui de forma significativa (p<0,05) com o passar do tempo, no
entanto, para os filés de tildpia do Tratamento II esse valor se mantém, sem apresentar
diferenca estatistica (p>0,05), do tempo zero (80,58 + 3,38 wmol ET g'1) e para o tempo de 30
dias (78,86 + 4,65 umol ET g'1).

As diferencas entre os resultados obtidos nos ensaios de capacidade antioxidante
seguindo o procedimento QUENCHER (FRAP, ABTS e DPPH) e analisando as fragdes
hidrofilicas (H-ORACky) e lipofilicas (L-ORACE.) do ensaio ORACE., podem ser explicadas
levando em consideracdo os diferentes mecanismos e condi¢cdes de reacdo, além da diferenca
nos procedimentos aplicados. Os ensaios FRAP, ABTS e DPPH sdo baseados no mecanismo
de transferéncia de elétron (Miiller et al, 2011) e foram aplicados seguindo o procedimento
QUENCHER que nio utiliza etapas de extracdo, ou seja, o radical atua diretamente na matriz
alimentar, determinando a capacidade antioxidante tanto dos compostos soliiveis quanto
insoldveis presentes na amostra (Gokmen et al, 2009). Por outro lado, o ensaio ORACk,
apresenta duas diferencas significativas em relacdo aos demais ensaios: a primeira delas é a
necessidade de uma etapa prévia de extragcdo, determinando separadamente a capacidade

antioxidante das fragdes hidrofilicas e lipofilicas e extraiveis presentes na amostra; a segunda
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€ o0 mecanismo de a¢@o que envolve o ensaio ORACk, baseado na transferéncia de dtomo de

hidrogénio (Miiller et al, 2011 e Huang et al, 2002).

5.4. Composicao em acidos graxos das racoes formuladas

A andlise de composi¢do em dcidos graxos foi realizada somente para o Tratamento I
(controle) e para o tratamento II (suplementada com farinha de semente de roma). A Tabela 7
apresenta os resultados obtidos para a andlise de composi¢do em &cidos graxos para das

racdes formuladas, para os Tratamentos I e II.

Tabela 7. Composicdo em 4cidos graxos das racdes suplementadas para o Tratamento I e

Tratamento IT (mg de 4cido graxo g de lipidios totais).

Acido graxo

Tratamento I

Tratamento 11

14:0 5,22 +0,22* 1,09 + 0,128
16:0 132,14 + 3,19* 100,99 + 4,10®
16:1n-7 4,69 +0,14* 1,74 + 0,108
18:0 28,99 + 0,51* 25,65 +0,89"
18:1n-9 184,79 + 4,24* 146,89 + 3,61°
18:1n-7 14,39 + 0,38" 11,64 + 0,29°
18:2n-6 376,03 + 9,15% 265,41 +8,03"
18:3n-3 39,28 + 0,66 23,73 + 0,48"
20:0 2,05 +0,40* 2,68 +0,21*
20:1n-9 2,76 +0,17* 2,73 +0,14*
PA nd 105,31 + 3,04*
Isébmero A nd 6,08 + 0,27*
Isémero B nd 8,40 + 0,36"
Isémero C nd 5,57 + 0,34*
AGS 168,40 + 4,09* 130,41 + 7,04®
AGMI 206,64 + 4,90" 163,00 + 5,49"
AGPI 415,31 +9,69* 417,27 + 17,52%
n-6 376,03 +9,15" 265,41 + 11,36°
n-3 39,28 + 0,66 23,73 + 0,68"
CLnA nd 125,36 + 5,39*
n-6/n-3 9,57 +0,14® 11,18 + 0,16*
AGPI/AGS 2,47+0,01° 3,20 + 0,08"
Total 807,13 + 19,00* 707,91 + 20,64°

Média dos valores + desvio padrio; n = 3. Diferentes letras maidsculas na mesma linha indicam diferenca
significativa (p<0,05) pelo teste T. AGS = somatério de dcidos graxos saturados; AGMI = somatdrio de dcidos
graxos monoinsaturados; AGPI = somatdrio de dcidos graxos poliinsaturados; n-6 = somatdrio de 4cidos graxos ©-6;
n-3 = somatdrio de dcidos graxos ®-3; n-6/n-3 = razio entre os somatorios de dcidos graxos w-6 e o-3; AGPI/AGS =
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razdo entre os somatorios de dcidos graxos poli-insaturados e saturados. CLnA = somatério de é4cido linolénico
conjugado. PA = 4cido punico (18:3 — 9cis, 11trans, 13cis) nd = ndo detectado. Tratamento I: Tratamento controle;
Tratamento II : Tratamento com ragdo enriquecida com farinha de roma; T III: Tratamento com ragdo enriquecida
com 6leo de roma .

Com relacdo a composi¢ao em 4cidos graxos, as ragcdes desenvolvidas apresentaram
como 4cido graxo saturado majoritirio o 4cido palmitico (16:0) e o maior contribuinte no
somatério de 4cidos graxos monoinsaturados o 4cido oleico (18:1n-9), sendo que houve
diferenca significativa (p>0,05) entre as quantidades encontradas desses dcidos graxos nos
diferentes tratamentos. Para a classe de dcidos graxos poli-insaturados, foi encontrado valor
mais elevado de 4cido linoleico (18:2n-6) na racdo do Tratamento I (controle) (376,03 + 9,15
mg g'l) do que na ragdo do Tratamento II (265,41 + 8,03 mg g'l), sendo esta superior ao
encontrado por Bonafé et al (2013) (206,29 + 0,58 mg g'l) para racdo suplementada com 4,2%
de CLA (4cido linoleico conjugado) + 6leo de tungue.

Pode-se notar que nos Tratamentos I e II os resultados para o somatério dos AGPI
foram superiores quando comparados aos AGMI e AGS para os mesmos tratamentos, nao
havendo diferenga significativa (p>0,05) entre eles. A presenga de CLnA (4cido linolénico
conjugado), o Acido Pinico e seus isdmeros A, B e C, provenientes da farinha de semente de
roma3, foram identificados somente para o Tratamento II.

Os resultados encontrados para a razdo AGPI/AGS para os dois tratamentos estdo
apresentados na Tabela 6, na qual ndo se observa diferenga significativa (p>0,05) entre os
dois tratamentos, sendo estes valores superiores aos encontrados por Carboneta et al (2014a)
para ragdo controle (suplementada com dleo de soja) (2,43 + 0,06 mg g'l) e para ragdo
suplementada com extrato etandlico de residuo de acerola (2,44 + 0,05 mg g'). Os valores
encontrados neste trabalho estdo de acordo com a recomendagdo de Simopulos (2002a), na
qual estabelece valores maiores do que 0,4,sendo que quantidades inferiores sdo inadequados
para a saude no que diz respeito a prevengido de doencgas cardiacas.

A razo existente entre os dcidos graxos da familia n-6 e n-3, também sdo mostrados
na Tabela 6, onde se observa uma diferenca significativa (p>0,05) entre o Tratamento I (9,57
+ 0,14 mg g’l) e o Tratamento II (11,18 + 0,16 mg g’l), sendo este superior ao valor
encontrado por Bonafé et al (2013) (8,33 + 0.00 mg g'l), para racdo suplementada com 4,2%
de CLA (4cido linoleico conjugado) + 6leo de tungue e ao valor encontrado por Santos et al

(2014) (1.44 + 0.97) para racdo suplementada com farelo de semente de perila. Simpoulos
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(2002,b) recomenda que esta relagdo entre ambas as familias sejam no méaximo de 4,0, ou

seja, quatro dcidos graxos da familia n-6 para apenas um é4cido graxo da familia n-3.

5.5. Composicio em acidos graxos dos filés de tilapia

A tabela 8 apresenta os resultados obtidos para a andlise de composi¢cdo em acidos

graxos para os filés de tildpia alimentados com as racdes formuladas dos Tratamentos I e II.

Tabela 8. Composicido em 4cidos graxos dos filés de tildpia para os Tratamentos I e II, em

diferentes tempos de tratamento (mg de 4dcido graxo g'1 de lipidios totais).

Acido Graxo 0 dias 15 dias 30 dias
14:0 12,48 + 1,03* 9,67 +0,35° 13,49 +0,56*
14:1 2,62 +0,24* 1,93 + 0,028 2,01 +0,14®
15:0 1,99 + 0,08 2,32 +0,03* 1,74 + 0,14¢
15:1 2,37+ 0,21° 428 +0,34* 2,70 + 0,29®
16:0 132,66 + 3,34* 131,30 + 1,85* 130,57 + 5,64*

16:1n-9 5,09 + 0,28"* 3,21 + 0,05" 3,12 +0,15"
16:1n-7 20,91 + 1,90® 19,86 + 0,57" 24,04 + 0,92*
16:1n-5 3,73 + 0,24* 3,59 + 0,09* 3,75 +0,27*
17:0 2,70 + 0,028 3,00 + 0,04* 2,10 +0,17¢
17:1 426 + 0,52* 4,86 +0,12* 3,45 + 0,24®
18:0 48,18+ 1,03* 50,22 + 0,99* 4337 + 1,898
18:1n-9 186,00 + 1,974 160,24 + 3,52° 162,99 + 7,08"
18:1n-7 19,08 + 0,25* 18,99 + 0,25* 19,34 + 0,89*
18:2n-6 130,36+ 8,518 159,94 +3,11* 161,00 + 6,96*
18:3n-6 8,25 + 0,65* 8,48 +0,10* 8,42 +0,35*
18:3n-3 8,73 + 0,74® 11,02 + 0,17* 11,22 + 0,58*
20:0 1,83+ 0,16" 1,24 + 0,06® 1,98 +0,13*
18:4n-3 0,39 + 0,07® 1,72 + 0,12* 1,80 + 0,10"
20:1n-9 11,27+ 0,53 7,00 + 0,27¢ 8,13 + 0,28"
20:2n-6 6,95 + 0,25* 741 +0,28* 7,18 + 0,34*
21:0 1,85 +0,17¢ 9,49 + 0,50* 8,56 + 0,28
20:3n-6 8,64 +0,17° 25,78 +2,18* 17,72 + 0,768
20:4n-6 (AA) 22,60 + 1,83* 2,72 + 0,10® 2,57 +0,18"
PA nd 26,82 + 1,69° 42,06 + 0,87*
Isdmero A nd 2,01 +0,19® 2,90 +0,37%
Isdmero B nd 1,30 + 0,21* 2,23 +0,93*
Isdmero C nd 0,70 + 0,22* 1,14 + 0,35
22:4n-6 7,57 + 0,27* 7,63 + 0,58"* 6,05 + 0,16°
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22:5n-6 18,86 + 1,714 13,56 + 1,228 10,34 + 0,29¢
22:5n-3 (EPA) 3,53 +0,10° 5,23 + 0,53* 3,50 + 0,16"
22:6n-3 (DHA) 10,37 + 0,63® 13,85+ 1,34% 8,29 + 0,38"
AGS 201,69 + 5,00* 207,23+ 2,96" 201,82 + 8,65
AGMI 255,33 + 3,38% 223,94 + 3,95° 229,54 + 9,69°
AGPI 226,24 + 13,33" 288,17+ 9,424 286,41+ 10,62*
n-6 203,24 + 12,134 225,52 + 6,25* 213,27 + 8,69*
n-3 23,00 + 1,27° 31,81 +2,00* 24,81 + 1,128
CLnA nd 30,83 + 1,628 48,32 + 1,25
n-6/n-3 8,84 +0,19* 7,10 + 0,318 8,60 + 0,16"
AGPI/AGS 1,12 + 0,098 1,39 + 0,03* 1,42 + 0,01*
Total 683,26+ 6,94* 719,34 + 13,02% 717,76 + 28,73*

Média dos valores + desvio padrdo; n = 3. Diferentes letras maidsculas na mesma linha indicam diferenga significativa
(p<0,05) pelo teste de Tukey. AA = 4cido araquiddnico; EPA = 4cido eicosapentaenoico; DHA = 4cido docosahexaendico.
AGS = somatério de acidos graxos saturados; AGMI = somatdrio de dcidos graxos monoinsaturados; AGPI = somatério de
dcidos graxos poliinsaturados; n-6 = somatério de dcidos graxos w-6; n-3 = somatdrio de 4cidos graxos ®-3; n-6/n-3 = razdo
entre os somatorios de acidos graxos ®-6 e ®-3; AGPI/AGS = razdo entre os somatdrios de acidos graxos poli-insaturados e
saturados. CLnA = somatério de 4cido linolénico conjugado. PA = 4cido punico (18:3 — 9cis, 1ltrans, 13cis) nd = ndo
detectado. TI: Tratamento controle; TII: Tratamento com racgdo enriquecida com farinha de roma; T III: Tratamento com
racdo enriquecida com 6leo de roma.

Foi avaliada a composi¢do em 4acidos graxos dos filés de tildpias submetidas ao
tratamento II (suplementado com farinha de semente de romd). Nesta dieta foi possivel
identificar e quantificar um total de 31 acidos graxos nos lipidios totais.

No somatorio de AGS ndo houve diferenca estatistica (p>0,05) entre os tempo zero e
30 dias (201,82 + 8,65 mg g'l) como pode ser observado na Tabela 8. Entre os AGS, o 4cido
graxo palmitico se diferenciou do restante dos saturados, com quantidade superior (130,57 +
5,64mg g'l), nao apresentando diferenca estatistica entre os tempos de tratamento.

Os somatérios de AGMI, apresentou variagdo no decorrer de todos os periodos,
255,33 a 229,54 mg g'1 de lipidios totais, para este tratamento. Neste somatério, o 18:1n-9
apresentou valores expressivos quando comparados aos outros dcidos que continham uma
dupla ligagdo, sendo a maior concentracio observada para o tempo zero (255,33 + 3,38 mg g’
1. Os somatérios de AGPI, um dos seus componentes também se sobressaiu aos demais
dcidos graxos. Neste caso, o precursor da familia n-6, 18:2n-6, foi o majoritario, tendo um
aumento significativo no tempo de 30 dias (161,00 + 6,96 mg g'l) em ralacdo ao tempo zero.

Como a farinha de semente ndo apresenta em sua composicdo acidos graxos da
familia dmega-3, o aumento destes no tecido muscular da tildpia ndo foi considerado
satisfatorio, ndo sendo observada diferenca significativa (p>0,05) durante os tempos de

tratamento para o somatério de n-3.
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Altas concentracdes dos dcidos palmitico (16:0), oleico (18:1n-9) e linoleico (18:2 n-
6) eram esperadas, uma vez que estes dcidos faziam parte da constituicdo dos lipidios totais
deste tratamento, como mostrado na Tabela 6, e j4 que a composi¢do em &dcidos graxos no
tecido muscular do pescado é diretamente influenciada com a dieta em que é submetido
(Visentainer et al, 2005). As razdes entre os grupos de AGPI/AGS, em todos os tempos de
tratamento, foram satisfatérias com valores superiores a 0,4.

Pode-se observar a incorporag@o dos dcidos graxos linolénico conjugados (CLnA) no
tecido muscular de tildpias do Nilo. Como o tratamento controle era composto pelo dleo de
soja, isento dos CLnAs, ndo houve a presenca destes dcidos no tempo zero de tratamento. No
entanto, nos tempos subsequentes, a incorporagdo foi observada, assumindo valores maximos
no tempo de 30 dias (48,32 + 1,25 mg g'l). Esse valor é superior ao encontrado por Bonafé et
al (2013) (24,53 + 0,32 mg g") para filés de tildpias alimentadas com rac¢do suplementada
com 4,2% de CLA + 6leo de tungue e superior ao obtido por Carbonera et al (2014b) (8,63 +
0,14 mg g") para filés de tildpias alimentadas com ra¢do suplementada com 6leo de tungue +
6leo de chia + CLA + vitamina E, para um tempo de 30 dias de suplementacdo.

Um fato importante relatado por Bonafé (2010), em tildpias da linhagem GIFT, € a
biosintese do dcido linoléico conjugado (CLA). Os trabalhos de Kim et al (2002) e Yang et al
(2005), mostraram que a suplementacdo do 4cido alfa-ESA e do Acido Pinico em ratos e
camundongos, promovia a conversdo destes dcidos no isomero cis9, trans11-18:2 do 4cido
linoléico. Tsuzuki et al (2004) e Tsuzuki et al (2006) , também relatou que o alfa -ESA, é
parcialmente saturado na posicdo C13 e convertido para 9c11t-CLA. Estudos mostram muitos
efeitos fisiologicos benéficos do CLA, incluindo agdes anticancerigenas e antiaterogénicas,
regulacdo da gordura corporal e regulagdo do metabolismo lipidico (Yuan et al, 2009b).

A identificacdo do acido punico e de seus isomeros foi feita utilizando o 6leo de
roma como padrido secunddrio. Muitos pesquisadores investigaram o dleo de romad, a fim de
identificar seus componentes. Tsuzuki et al (2006) analisou 6leo de roma utilizando um
cromatografo a gis equipado com um espectrOmetro de massas com impacto de elétrons, e
verificou que o 6leo analisado continha 74,5% de 4acido punico em sua composi¢do. Elfalleh
et al (2011b) analisou 6leo de roma utilizando um cromatdégrafo a gas equipado com um
espectrometro de massas, ele obteve um resultado de 86,16% de d4cidos linolénicos
conjugados (CLnA), dos quais o acido punicico (18: 3: 9-cis, 11-trans, 13-cis) é o isdmero

principal (cerca de 36%), seguido de a-eleoestedrico (cerca de 12%), acido catalpico (cerca
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de 11%) e B-eleoestedrico (cerca de 8%). Pande e Akoh (2007) também analisaram Sleo de

seis cultivares diferentes romd utilizando um cromatégrafo a géds equipado com um

espectrometro de massas, e obtiveram de 78,3 a 83,4% de acido punico no 6leo da semente de

roma. Neste trabalho foi verificada a presenca do dcido ptinico como componente majoritério

(pico de maior intensidade) nos lipidios extraidos da farinha da semente da roma, como

mostra a Figura 13. Dessa forma pode-se identificar o dcido ptinico nos lipidios extraidos dos

filés de tilapia do Nilo, pela sobreposi¢do do cromatograma dos lipidios dos filés (Figura 14)

no cromatograma dos lipidios da farinha da semente da roma.
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6. CONCLUSOES

As ragoes formuladas para os diferentes tratamentos, se apresentaram isocaldricas e
isoproteicas, sendo essencial para avaliacdo dos resultados. As tildpias do Nilo (Oreochromis
niloticus) da linhagem GIFT, apresentaram boa adaptagdo quando alimentadas com as
diferentes ragdes, considerando que a mortalidade foi dentro dos pardmetros normais.

A suplementacdo da dieta das tildpias do Nilo, com farinha de semente de roma
(Tratamento II) e com 6leo de roma (Tratamento III) apresentou uma melhoria na capacidade
antioxidante dos filés. Apesar de existir certa dificuldade em se determinar a capacidade
antioxidante em produtos carneos, o procedimento QUENCHER foi adequado para esse fim.
O ensaio ORACk., confirmou que a contribui¢do de antioxidantes hidrofilicos € maior do que
a contribuicdo de antioxidantes lipofilicos, tanto na ragdo quanto nos filés de tilapia. Assim a
suplementag@o com farinha de semente de roma mostrou que é uma boa opg¢do para melhorar
o valor nutricional e a capacidade antioxidante do pescado.

Foi verificada a transferéncia e incorporagdo dos é&cidos graxos de interesse,
especificamente o CLnA, a ra¢do do Tratamento II, devido a adi¢do de farinha de semente de
roma, rica em Acido Punico e seus isdbmeros. A suplementacdo com CLnA na dieta de
tilipias do Nilo e a consequente incorporagdo desses de dcidos graxos de importante valor
nutricional, certamente contribuird para elevar a ingestdo deste dcidos na dieta humana, uma

vez que sdo encontrados em quantidades reduzidas nos alimentos.
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