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RESUMO

Foram conduzidos dois experimentos com o objetivo de avaliar a inclusdo dos 6leos
essenciais de cravo (OEcl) ou canela (OEci) em racBes para tilapias do Nilo
(Oreochromis niloticus), linhagem Gift/Tilamx sobre o desempenho animal e
capacidade antioxidante pelos ensaios ORACFL (Oxigen Radical Absorbance Capacity —
fracdo lipofilica (L-ORACkL) e hidrofilica (H-ORACg.), DPPH (2,2-difenil-1-picril-
hidrazil), FRAP (Ferric Reducing Ability Power) e ABTS (&cido 2,2 -azino-bis (3-
etilbenzotiazolina-6-sulfénico)), oxidacao lipidica pelo ensaio de substancias reativas ao
acido tiobarbiturico (TBARS), expressao génica, textura, pH e cor por meio de medidas
instrumentais e analise sensorial. No experimento | (condi¢bes controladas), foi
avaliado os OEcl e OEci com dois niveis de inclusdo (0,35 e 0,70 g.kg™ de racéo) e
tratamento controle sem inclusdo de dleo essencial. Os peixes foram alimentados
durante 45 dias e avaliado o desempenho, capacidade antioxidante e oxidagdo lipidica.
Para oxidacdo lipidica, os filés foram armazenamento em vitrine a 2°C e analisados por
7 dias. O desempenho dos peixes (peso e comprimento final, conversdo alimentar e
ganho em peso diario) ndo foram afetados pelos 6leos essenciais e niveis de inclusdo. A
capacidade antioxidante nos filés foi maior (p< 0,05) para os peixes do tratamento com
0,35 g.kg! de OEcl pelo ensaio L-ORACk.. O OEcl reduziu em até 40,3% a oxidacdo
lipidica; enquanto o OEci apresentou efeito pré-oxidante em comparacédo ao controle. A
inclusdo de 0,35 g.kg™* de OEcl na ragéo de tilapias do Nilo, durante 45 dias, aumentou
a capacidade antioxidante e reduziu a oxidagdo lipidica nos filés, sem alterar o

desempenho dos peixes. No experimento Il (condi¢des a campo), foram avaliados trés

niveis de OEcl nas ra¢des (0,70; 1,05 e 1,40 g.kg) fornecidas em trés periodos antes do
abate dos peixes (15; 45 e 60 dias). Os dados foram analisados em esquema fatorial

(niveis x periodos) em contraste ao grupo controle sem inclusédo do OEcl. A oxidagao
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lipidica foi determinada em filés armazenados em vitrine a 4 °C durante 14 dias. A
interacdo entre niveis e periodo afetou a capacidade antioxidante (ensaios DPPH e
FRAP) e a oxidacdo lipidica nos filés. A oxidacéo lipidica foi reduzida em até 43,3%
em comparacdo ao grupo controle. A expressao génica, textura, pH, cor e analise
sensorial ndo foram afetadas pela interagdo. A capacidade antioxidante, oxidagéo
lipidica, expresséo génica e textura dos filés diferiram do grupo controle. A inclusdo de
1,05 g.kg! de OEcl na racio por 15 dias, antes do abate, contribui para maior
capacidade antioxidantes, reducdo da oxidacdo lipidica e expressdo dos genes catalase e
glutationa sintetase e maior firmeza dos filés, sem afetar o pH, cor e aceita¢do sensorial

pelos consumidores.

Palavra-chave: Antioxidante natural, desempenho animal, expressao génica, oxidacao

lipidica.
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ABSTRACT

Two experiments were carried out to evaluate the inclusion of clove (clEO) or
cinnamon (ciEO) essential oils in Nile tilapia (Oreochromis niloticus) diets,
Gift/Tilamax strain on animal performance and antioxidant capacity by the trials
ORACFL (Oxigen Radical Capacity), DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl), FRAP
(Ferric Reducing Ability Power) and ABTS ((2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-
sulphonic acid)), lipid oxidation by test of thiobarbituric acid reactive substances
(TBARSs), gene expression, texture, pH and color by means of instrumental
measurements and sensorial analysis. In the first experiment (controlled conditions)
clEO and ciEO were evaluated with two inclusion levels (0.35 and 0.70 g.kg™ of feed)
and control treatment without inclusion of essential oil. The fishes were fed for 45 days
and evaluated the performance, antioxidant capacity and lipid oxidation. For lipid
oxidation the fillets were stored in a showcase at 2°C and analyzed for 7 days. Fish
performance (weight, final length, feed conversion and daily weight gain) were not
affected by essential oils and inclusion levels. Fillets antioxidant capacity was higher
(p<0.05) in the treatment with 0.35 g.kg™ of clEO by the L-ORACk.. The clEO reduced
lipid oxidation by up to 40.3%; while the ciEO presented pro-oxidant effect in
comparison to the control group. The inclusion of 0.35 g.kg? of clEO in diet of Nile
Tilapia for 45 days increased the antioxidant capacity and reduced lipid oxidation in the
fillets without affecting the animal performance. In the second experiment three levels
of clEO were evaluated in the diets (0.70, 1.05 and 1.40 g.kg™) provided in three
periods before slaughtered (15, 45 and 60 days). The data were analyzed in a factorial
scheme (levels x periods) in contrast to a control group without inclusion of clEO. Lipid
oxidation was determined in fillets stored in a showcase at 4 °C for 14 days. The
interaction among levels and period affected antioxidant capacity (DPPH and FRAP
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assays) and lipid oxidation in the fillets. The lipid oxidation was reduced by up to
43.3% in comparison to the control group. Gene expression, texture, pH, color and
sensory analysis were not affected by the interaction. The antioxidant capacity, lipid
oxidation, gene expression and texture of the fillets differed from the control group. The
inclusion of 1.05 g.kg? of clEO in the diet for 15 days before slaughter contributes to
higher antioxidant capacity, decreases the lipid oxidation, gene expression of catalase
and glutathione synthetase, increases firmness of fillets, without affecting the pH, color

and sensorial acceptance of fillets by consumers.

Key words: Natural antioxidants, animal performance, lipid oxidation, gene expression.
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| - INTRODUCAO

1. Panorama da aquicultura

A producgéo de organismos aquaticos no mercado somou em 2014 cerca de 167
milhdes de toneladas (peixes, moluscos, crustaceos, entre outros), correspondendo a 93
milhGes de toneladas da pesca e 74 milhdes de toneladas da aquicultura (FAO, 2016).
Os dois setores apresentaram cenario de crescimento, a aquicultura de 4,8% (FAO,
2016) e a pesca de 1,6% (FAO, 2017).

Segundo dados da FAO (2016), a China € o maior produtor (aquicultura) com
45,4 milhdes de toneladas, seguido da india e Indonésia com 4,8 e 4,2 milhdes de
toneladas, respectivamente. No continente americano, o destaque é o Chile com 1,2
milhdes de toneladas voltada para producéo de salmé&o (Salmo salar L.) e o Brasil com
561,8 mil toneladas, especialmente a producdo de tilapias do Nilo (Oreochromis
niloticus) e espécies nativas (peixes redondos e surubins). As espécies de agua doce
mais produzidas no mundo sdo as carpas com 14,6 milhGes de toneladas, principalmente
nos paises asiaticos, e as tilapias com 3,7 milhdes de toneladas.

No Brasil, segundo dados do IBGE (2015), a producédo de peixes é concentrada
em espécies de adgua doce e correspondeu a 483,2 mil toneladas. Os maiores produtores
sdo os estados de Rondb6nia e Parana com producdo estimada de 84,5 e 69,3 mil
toneladas, respectivamente. A tilapia do Nilo e o tambaqui (Colossoma macropomum)
foram as principais especies cultivadas. A producéo de tilapias do Nilo chegou a 219,33
mil toneladas que correspondeu a 45,4% de todo a producdo aquicola do pais. Os
principais municipios produtores da espécie foram Jaguaribara no estado do Ceara (13,8
mil toneladas) em tanque rede no Agude Castanhdo, seguido dos municipios de Nova
Aurora (9,1 mil toneladas), Assis Chateaubriand (7 mil toneladas) e Toledo (5,80 mil
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toneladas) no estado do Parand com produgdo exclusiva em viveiro escavado de terra.
Somente a tilapicultura, entre os anos de 2014 e 2015, apresentou crescimento de 9,7%
(IBGE, 2015).

Dados estatisticos publicados no Anuario PeixeBR da Piscicultura 2016 pela
Associacdo Brasileira da Piscicultura, indicam a producdo de 640,5 mil toneladas de
peixe (PEIXE BR, 2017). Segundo a entidade, tudo indica um crescimento sélido e
exponencial, resultado da liberacdo de novas areas (parque aquicolas), linhas de crédito
especifica para o setor e iniciativas de produtores independentes e integrados
(cooperativas). O estado do Parang, segundo a PEIXE BR, é o maior produtor com 93,6
mil toneladas com crescimento de 17% em relacio ao ano de 2015, voltada
principalmente para producdo de tilapias do Nilo. Seguido do estado de Ronddnia com
74,7 mil toneladas e crescimento de 15%, com destaque para producdo de tambaqui,
pirarucu (Arapaima gigas), jatuarana (Brycon spp.) e pintado-da-amazonia (fémea
Pseudoplatystoma punctifer x macho Leiarius marmoratus). A tildpia do Nilo
respondeu por aproximadamente 50% da producdo nacional de peixes e a 74% no
estado do Parana.

O crescimento da tilapicultura se da por inimeros fatores, entre eles o aumento
na produtividade proporcionado pelos programas de melhoramento genético para taxa
de crescimento, que é medida por meio do ganho em peso diario. A selecdo para essa
caracteristica, tem proporcionado ganhos significativos no desempenho dos animais a
cada geracdo, com ganho genético proximo a 4% (Oliveira et al., 2015, 2016).
Recentemente, caracteristicas de rendimento de filé e qualidade da carne (deposicéo de

lipidios total) foram avaliadas (Garcia et al., 2017).

2. Qualidade dos filés de tilapias do Nilo

O filé fresco ou congelado de tilapias do Nilo é o principal produto
comercializado. Este apresenta 6timas caracteristicas sensoriais e de aceitabilidade pelos
consumidores, perfil de proteinas de alto valor biolégico com balango amino-acidico e
fracdo lipidica com acidos graxos poli-insaturados em especial da familia 6mega 3.
Entre os poli-insaturados, o acido eicosapentaenoico (EPA, 20:5n-3) responsavel por
atuar nos processos anti-inflamatorios e o acido docosahexaenoico (DHA, 22:6n-3) que
desempenha fungdes neuroprotetoras (Rapoport et al., 2011). Também estdo associados

a reducdo no risco de inumeras doencas em humanos, principalmente cardiacas, sendo
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altamente indicado o consumo de alimentos com esses acidos graxos reduzindo os
riscos e proporcionando melhor qualidade de vida (Visentainer et al., 2005).

Estudos recentes tém demonstrado que a modulacéo da dieta permite melhorar o
perfil de acidos graxos nos filés de tilapias do Nilo, em especial para deposi¢do na
musculatura de &cidos graxos 6émega 3, transformando os filés em um produto funcional
com propriedades bioativas (Carbonera et al., 2014a; Montanher et al., 2016; Sarker et
al., 2016; Tocher, 2015).

A porcentagem de acidos graxos poli-insaturados em filés de tilapia do Nilo
apresenta variacdo de 12,6 a 44,7% do lipidio total (Carbonera et al., 2014a; Herath et
al., 2016; Justi et al., 2003; Santos et al., 2014; Sarker et al., 2016; Teoh and Ng, 2016)
dependendo da idade e peso dos animais, como da composicdo de &cidos graxos da
racdo fornecida. O perfil de acidos graxos nos filés de tilapias do Nilo reflete a
composicdo de &cidos graxos das racBGes, permitindo modular seu perfil pela
alimentacdo (Carbonera et al., 2014a; Montanher et al., 2016; Sarker et al., 2016;
Tocher, 2015).

No entanto, a presenca de insaturagdes nos d&cidos graxos confere baixa
estabilidade, consequentemente maior oxidacéo lipidica (Bernardi et al., 2016; Kumar et
al., 2015; Vieira et al.,, 2017) com alteracBes, mas caracteristicas sensoriais e
nutricionais (Bernardi et al., 2016). Em casos mais avancados, 0s produtos primarios e
secundarios da oxidacdo lipidica, como os peroxidos e malonaldeidos (MDA),
apresentam alta toxidade e quando ingeridos podem ocasionar risco a saide humana
(Vieiraetal., 2017).

3. Oxidacdo lipidica

O processo de oxidacdo lipidica em alimentos leva a alteracGes indesejaveis e
irreversiveis (Vieira et al., 2017). Retardar ou inibir a oxidagdo é fundamental para
manter a qualidade e aumentar a vida de prateleira dos alimentos. Entre os métodos
descritos, a adicdo de substdncias com acdo antioxidantes vem se demonstrando
eficiente, inibindo ou retardando a oxidacgéo lipidica, aumentando a vida de prateleira
dos alimentos sem provocar alteragdes na qualidade nutricionais e sensoriais (Falowo et
al., 2014; Shahidi and Ambigaipalan, 2015). As altera¢cbes nos lipidios ocorrem
principalmente apds o abate dos animais e no periodo de armazenamento dos produtos

(Falowo et al., 2014). Entretanto, a oxidacdo lipidica também € observada antes e



17

durante o abate dos animais (Kumar et al., 2015). Em peixes como salmao e tilapias do
Nilo em condigdes de estresse pré-abate apresentaram caracteristicas indesejaveis como
menor firmeza dos filés em salmdo (Bahuaud et al., 2010) e menor capacidade de
retencdo de 4gua em tilapias do Nilo (Goes et al., 2015).

As reacGes de oxidacdo lipidica sdo provocadas pelas espécies reativas de
oxigénio (EROs), como anion superoxido (O.™), peroxido de hidrogénio (H20>), radical
peréxido (ROO"), radical hidroxila (OH"), oxigénio singleto (*O2), entre outros fatores
pré-oxidantes. As reacOes sdo de natureza radicalar envolvendo oxigénio e substrato
oxidavel, neste caso os &cidos graxos, e ocorrem em trés etapas, sendo estas: iniciacao,

propagacao e terminacgéo (Frankel, 1980):

(1)
Iniciagdo: RH —R" + H’

)
Propagacéo: R* + O, — ROO’

©)

Terminagdo: R°+ R*— RR
ROO" + ROO" — ROOR + O

Em que; RH - Substrato, R" - radical livre, Oz - oxigénio atmosférico; ROO" - radical
peroxido; RR - produto estavel.

Na fase de inicia¢do (1), ocorre formacdo dos radicais livres pela remoc¢édo de
hidrogénio do substrato oxidavel, os acidos graxos. Essa reacdo ocorre na presenca de
iniciadores, como a luz, calor, metal de transicdo e EROs. Quando formado e néo
estabilizado, os radicais livres agem com outras moléculas do substrato. Na fase de
propagacdo (2) os radicais livres que sdo prontamente susceptiveis ao ataque do
oxigénio, sdo convertidos em produtos primarios da oxidacdo, como 0s peroxidos
(ROQO") e hidroperoxidos (ROOH), que atuam como propagadores da reacao, resultando
em um processo autocatalitico.

Os produtos primérios da oxidacdo sdo caracterizados como compostos com
baixa estabilidade (l&beis) dando origem aos produtos secundarios da oxidagdo, como

hidrocarbonetos, aldeidos e cetonas. Esses produtos séo 0s principais responsaveis por
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alterar as caracteristicas sensoriais e nutricionais, reduzindo a vida de prateleira e
aceitabilidade sensorial dos produtos oxidados. Por fim, na fase de terminacgdo (3)
ocorre a formacao de produtos estaveis pela combinacdo dos radicais ou na presenca de
uma molécula antioxidante, interrompendo a reacdo de oxidacéo.

Embora inimeros estudos indiquem os efeitos toxicos dos produtos primarios e
secundarios da oxidacdo lipidica, como o MDA (malonaldeido), poucas evidéncias
indicam para uma acdo direta que leve ao surgimento de doencas crénicas, mas ao
aumento da susceptibilidade do corpo em condicdes pre-existentes, associada a reducéo
do poder de inibicdo dos radicais livres pelos sistemas de defesa antioxidante
(enzimaético e dietético) que envolve dezenas de mecanismos de acdo, esse sistema de
defesa € extremamente eficaz em individuos saudaveis (Vieira et al., 2017).

Neste sentido, a determinacdo dos produtos da oxidacdo lipidica € importante
para assegurar a qualidade dos filés ou avaliar a inclusdo de substancias com atividade
antioxidante via alimentacdo dos animais ou durante o processamento. Entre os
produtos estdo os hidrocarbonetos, aldeidos e cetonas determinados por diferentes

ensaios; cada um apresentando vantagens e limitacdes.

3.1. Determinacdo da oxidacao lipidica

O MDA ¢é um dos produtos secundarios da oxidacdo lipidica que apresenta
caracteristicas mutagénicas e concebe risco a salde humana, quando presente em
alimentos e consumido (Esterbauer, 1993). Desta forma, sua concentracdo tem sido
utilizada para estimar a oxidacdo lipidica em produtos carneos (Vyncke, 1970).

A formacdo do MDA ocorre principalmente a partir do acido linolénico (18:3 n-
3) ou acidos graxos que apresentam duas ou mais insaturacdes (Fennema et al., 2010;
Vieira et al., 2017), ndo observando formacao de MDA em &cidos graxos como o oleico
(18:1) que apresenta insaturacdo (Barriuso et al., 2013).

A partir do acido araquidénico (20:4 n-6), por exemplo, a formacdo do MDA
inicia-se com a retirada do atomo de hidrogénio do carbono 14 (carbono metileno)
seguido da reorganizacdo da molécula e a formacdo do radical no carbono 15 e a
insaturacdo entre os carbonos 16 e 17. Em seguida, o radical na presenca de oxigénio
atmosférico (O2) forma o radical peroxido (ROO"), um produto primério da oxidacao
lipidica e altamente reativo, transformando-se em endoperdxido entre os carbonos 13 e

15, seguido da hidrolise do &cido graxo entre os carbonos 12 e 16 dando origem a
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molécula de MDA, que apresenta trés carbonos com dois grupos carbonila na posicao 1
e 3 (Vieiraetal., 2017).

Entre os ensaios descritos na literatura para determinar a estabilidade lipidica, o
TBARSs € 0 mais utilizado e aceito (Barriuso et al., 2013; Osawa et al., 2005). O ensaio
baseia-se na reacdo do MDA com duas moléculas de &cido tiobarbitdrico (TBA) em
condicBGes controladas formando o composto TBA:MDA (2:1). Esse composto é
cromogénio permitindo a leitura em espectrofotdmetro em absorbancia de 532nm
(Vyncke, 1970). O grupo cromoforo ocorre pela reacdo do MDA aos grupos metileno
de TBA em pH e temperatura adequada, sendo realizada por procedimentos que
envolvem aquecimento direto da amostra, destilacdo da amostra, extracdo da fracéo
lipidica com solventes organicos ou extracdo em meio acido com TCA (&cido
tricloroacético), seguido da reacdo com TBA em temperatura de 90 a 100° C (Barriuso
etal., 2013).

No entanto, o ensaio apresenta diferencas entre laboratérios quanto as condi¢des
de reacdo, como o tempo de aquecimento, concentracdo do TCA, utilizacdo de
antioxidante durante a reacdo e padrdo analitico utilizado. Essas variaveis podem levar a
leituras erroneas (Barriuso et al., 2013) somado as interacbes do TBA com outros
compostos, como aldeidos, carboidratos, &cidos nucleicos, entre outros (Salih et al.,
1987). Apesar das varidveis, o ensaio de TBARs € utilizado pela simplicidade em
relacdo a outros ensaios que determinam a oxidacdo lipidica (Barriuso et al., 2013).

Em estudos com adigdo de antioxidantes no alimento ou via alimentacdo dos
animais, o emprego do ensaio de TBARs € importante para avaliar estabilidade lipidica

e determinar o efeito antioxidante dos compostos bioativos adicionados.

4. Antioxidantes

Os antioxidantes sdo definidos como substancias ou moléculas capazes de
retardar ou inibir a oxidacdo de outras moléculas como lipidios e proteinas por inUmeros
mecanismos. Esse controle envolve dois mecanismos pela transferéncia de elétrons e/ou
atomo de hidrogénio estabilizando os radicais livres.

O primeiro mecanismo baseia-se na transferéncia de um hidrogénio do
antioxidante para o radical (4). Como a transferéncia de hidrogénio é mais rapida do que
o0 ataque de moléculas pré-oxidantes, a reacdo de oxidacdo do substrato é inibida e o

antioxidante consumido formando um radical estavel (AO"). O segundo mecanismo,



20

muito semelhante ao primeiro, mas com fatores envolvidos distintos, baseia-se na
doacdo de elétrons para o radical (5), sequido da transferéncia de préton (6).

Os antioxidantes também podem atuar na fase de iniciacdo da auto-oxidacéo
pela complexacdo de metais, sequestro de oxigénio, absor¢do da radiacdo UV e
neutralizacdo do oxigénio singleto (Amorati et al., 2013; Boroski et al., 2015; Foti,
2007; Shahidi and Zhong, 2010).

(4)
ROO®+ AOH — ROOH + AO’

()
ROO® + AOH — ROO" + AOH™

(6)

ROO + AOH™ — ROOH + A0’

Em que; ROO" - radical peroxido; AOH - antioxidante; ROOH - radical hidroperoxido;

AO’ - radical estavel/

Portanto, os antioxidantes podem ser classificados em dois grupos conforme os
mecanismos envolvidos no controle da oxidacdo e de fatores pré-oxidantes, sendo:
antioxidantes primarios que atuam interrompendo a reacdo radicular pela transferéncia
de elétrons e/ou 4tomo de hidrogénio aos radicais livres; e antioxidantes secundarios
que apresentam pouca ou nenhuma atividade antioxidante, mas potencializam a
atividade de outras moléculas pela complexacdo, sequestro, absorcdo, neutralizacdo e
decomposicdo de agentes pro-oxidantes como metais e oxigénio. Esses mecanismos
ocorrem tanto em matrizes alimentares como em sistemas biologicos (Boroski et al.,
2015).

Os antioxidantes também sdo classificados em relacdo a sua origem, em
antioxidantes sintéticos ou naturais. Entre os antioxidantes sintéticos, os fendlicos butil-
hidroxianisol (BHA), butil-hidroxito-lueno (BHT), terc-butilhidroquinona (TBHQ) e
galato de propila (PG) sdo os principais e amplamente utilizados pela industria
alimenticia (Takemoto et al., 2009). No grupo dos antioxidantes naturais, é descrito uma

ampla variedade substancias que corresponde a enzimas, vitaminas, carotenoides e
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compostos fenodlicos que compreendem o principal e mais abundante grupo entre os
antioxidantes naturais, dividido em &cidos fenolicos e flavonoides (Boroski et al., 2015).

Segundo Kiokias et al. (2008), os antioxidantes devem ser eficazes em baixas
concentracdes, ndo toxicos, estaveis durante o processamento do alimento, sem odor,
cor e gosto, facil incorporacdo, boa solubilidade e valor acessivel. Os antioxidantes
sintéticos apresentam algumas caracteristicas mencionadas, no entanto, sdo associados a
danos ao organismo, principalmente carcinogénico e a sua substituicdo por
antioxidantes naturais com atividade equivalente € recomendada e aceita pelos
consumidores cientes sobre os maleficios dos antioxidantes sintéticos perante 0s
beneficios dos antioxidantes naturais (Amorati et al., 2013; Bakkali et al., 2008;
Carocho et al., 2015; Gulgin et al., 2012).

As pesquisas com 0s antioxidantes naturais sdo recentes, iniciaram-se no final
do século 20 e intensificaram nos ultimos anos, em especial na identificacdo dos
compostos bioativos e seus efeitos em sistemas bioldgicos e matrizes alimentares,
avaliando principalmente a transferéncia de compostos bioativos e sua atividade
antioxidante pelos ensaios de capacidade antioxidante (Boroski et al., 2015). O grande
ndmero de substancias com atividade antioxidante e mecanismos de agdo exigem
maltiplos ensaios de capacidade antioxidante, reunindo os diferentes mecanismos de

inibicdo e reducdo dos radicais livres e fatores pré-oxidantes.

4.1. Determinagdo da capacidade antioxidante

Para determinar a capacidade antioxidante € indicada a aplicacdo de mdltiplos
ensaios com diferentes mecanismos de reacdo. Entre os ensaios mais utilizados o DPPH
(2,2-difenil-1-picril-hidrazil), ABTS (&cido 2,2°-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-
sulfonico)) e FRAP (Ferric Reducing Ability Power) séo baseados na transferéncia de
elétrons dos antioxidantes para estabilizar o elétron desemparelhado (N*) do radical
DPPH- (7), estabilizar o cation radicalar do radical ABTS™" (8) e promover a redugdo do
complexo ferroso [Fe**(TPTZ),] a [Fe**(TPTZ)2]?* (9). O radical DPPH" é obtido com a
diluicdo do composto sdlido (DPPH) em solugdo de metanol ou etanol, e o radical
ABTS™" pela reagdo quimica, enzimatica ou eletroquimica de oxidacdo do composto
ABTS, usualmente, utiliza-se a rea¢do quimica com persulfato de potéassio (K2S20s).

Nos ensaios DPPH e ABTS, a capacidade antioxidante é observada pela reducéao

na absorbancia em espectrofotometro (A = 517 e 734 nm, respectivamente) devido a
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descoloragdo das soluges com os radicais DPPH® e ABTS™, pela reacéo de oxirredugdo
do radical DPPH* em DPPH-H e do radical ABTS™ a sua forma neutra (ABTS).
Enquanto no ensaio FRAP a capacidade antioxidante é observada pelo aumento da
absorbancia (A = 593 nm) pela maior concentracdo do complexo ferroso
[Fe?"(TPTZ),]*.

()
DPPH* + AOH — DPPH-H +AO*
Coloragao purpura — amarela (menor absorbancia)

(8)
ABTS™ + AOH — ABTS +AO"
Coloracdo verde escura — verde claro (menor absorbancia)

(9)
[Fe**(TPTZ)2]** + AOH — [Fe?*(TPTZ),]?* + AOH™

Poder de redugdo — coloragdo azul (maior absorbancia)

Em que; DPPH* - 2,2-difenil-1-picril-hidrazil radical; ABTS" - &cido 2,2"-azino-bis (3-
etilbenzotiazolina-6-sulfénico) radical, TPTZ - 2,4,6-tripiridil-1,3,5triazina; AOH —
Antioxidante; AO* - radical estavel.

Outro ensaio empregado para determinar a capacidade antioxidante ¢ 0o ORACrL
(Oxigen Radical Absorbance Capacity). Neste ensaio, ocorre a transferéncia de d&tomo
de hidrogénio empregando radical peroxila (ROO") e substrato oxidavel, a fluoresceina
ou a B-ciclodextrina. Na presenca de antioxidante na amostra, a fluoresceina é protegida
da oxidacdo provocada pelos radicais peroxila pela doagdo de um atomo de hidrogénio
do antioxidante, neutralizando o ROO" evitando o decréscimo de fluorescéncia da
fluoresceina monitorada em especrofluorimetro (Aexcitagio = 485 nm e Aemissio = 515 nm).
O ensaio ORACF, em comparacdo aos demais, utiliza um pro-oxidante, radical
peroxila, encontrado em sistemas biolégicos e a reacdo acontece em temperatura
semelhante ao do corpo humano, motivo pelo qual o ensaio é indicado para
determinacdo da capacidade antioxidante em matrizes alimentares equivalendo a
condi¢des encontradas em sistemas biologicos (Boroski et al., 2015). O ensaio €
dividido em fragdo hidrofilica (H-ORACkL) e lipofilica (L-ORACFL) e a soma das
fragdes em Capacidade Antioxidante Total (CAT).
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Os radicais também apresentam diferenca de afinidade, importante pela
complexidade de compostos antioxidantes com caracteristicas hidrofilicas e lipofilicas.
Os ensaios DPPH. FRAP, ABTS e H-ORACkL apresentam afinidade em sistemas
hidrofilicos, enquanto os ensaios ABTS e L-ORACk. em sistemas lipofilicos. ABTS e
ORACk_ apresentam afinidade com antioxidantes hidrofilicos e lipofilicos; no entanto,
com mecanismo de reagéo distintos.

A aplicacdo de dois ou mais ensaios com diferentes mecanismos de reacdo e
afinidade é fundamental para determinar a capacidade antioxidante pela complexidade e
namero de compostos antioxidantes presentes em matrizes alimentares (Biondo et al.,
2017; Boroski et al., 2015; Carbonera et al., 2014b; Montanher et al., 2016). No entanto,
alguns ensaios, como o ABTS e DPPH sdo criticados por utilizar radicais ndo
encontrados em sistemas bioldgicos, mas sdo amplamente aplicados por reproduzir
resultados confidveis, rapidos e de alta sensibilidade (Boroski et al., 2015).

A utilizacdo de um mesmo padrdo analitico para diferentes técnicas também é
indicado. O Trolox (&cido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico) é um dos
padrdes mais recomendados para apresentacdo dos resultados, permitindo converter a
capacidade de inibicdo ou reducdo de cada amostra para capacidade antioxidante,
facilitando a comparagdo dos resultados entre laboratorios (Boroski et al., 2015). Os
resultados sao expressos em pmol equivalentes a Trolox (TE) (Serpen et al., 2012).

Para o ensaio FRAP, os resultados também sdo expressos em pmol Fe?*.g? de
amostra. Como 0 ensaio indica a capacidade redutora do complexo ferroso
[Fe3*(TPTZ)]* a [Fe?"(TPTZ)2]**, seu aumento observado em espectrofotdmetro
indica elevada capacidade redutora do antioxidante pela capacidade de doar elétrons,
consequentemente, elevada capacidade antioxidante. Ensaios que indicam o poder de
reducdo pelas substancias doadoras de elétrons sdo importantes por indicar a capacidade
redox em reagir e tornar as EROs mais estaveis interrompendo as reacfes radicalares
(Benzie and Strain, 1996).

A preparacdo das amostras para aplicacdo dos ensaios € uma etapa importante e
deve receber ampla atencéo por influenciar os resultados. De modo geral, as amostras
sdo trituradas para aumentar a area de contato, peneiradas para obter particulas mais
homogénas e liofilizadas no caso de amostras Umidas, seguido da extracdo com
solventes organicos ou analise direta da capacidade antioxidante (Boroski et al., 2015).

O procedimento QUENCHER (QUick, Easy, New, CHEap and Reproducible) é

um método para determinar a capacidade antioxidante diretamente nas amostras. O
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procedimento agrega diferentes metodologias dispensando as etapas de extracdo dos
compostos antioxidantes das amostras (Gokmen et al., 2009). As etapas de extragédo
apresentam importante fonte de variacdo nos resultados entre laboratorios pelas
diferencas nos solventes, temperatura de reacdo, agitacdo, entre outros (Gokmen et al.,
2009; Serpen et al., 2012, 2008). Pelo procedimento QUENCHER as partes soluveis e
insollveis das amostras reagem simultaneamente com o0s radicais empregados
determinando a capacidade antioxidante em uma Unica operacdo (Gokmen et al., 2009).
O tamanho das particulas das amostras ¢ fundamental nesse procedimento para evitar
possiveis interferéncias pelo contato direto com os radicais, sendo indicado para

amostras com particulas entre 0,1 a 0,3 mm (Serpen et al., 2008).

5. Oleos essenciais de cravo e canela

Os 0leos essenciais sdo misturas complexas extraidas de plantas por métodos
como destilacdo a vapor, prensagem a frio e extracdo com solventes, sendo os métodos
por destilacdo o mais utilizado pela indastria (Masango, 2005; Nakatsu et al., 2000).
Sao obtidos de diferentes partes das plantas como folhas, flores, caules, raizes e
tubérculos, apresentando grande variedade de compostos quimicos, como terpenoides e
fenilpropanoides (Prakash et al., 2015; Raut and Karuppayil, 2014).

Entre os compostos encontrados nos 6leos essenciais, a presenca do grupo
hidroxila e anel aromaético determina sua propriedade antioxidante a exemplo dos
compostos fendlicos (Amorati et al., 2013; Carocho et al., 2015; Nakatsu et al., 2000).
Os compostos fendlicos sdo metabolitos secundarios das plantas e a quantidade esta
relacionada ao momento da colheita, a parte da planta obtida, o0 método de extracao
empregado, entre outros (Prakash et al., 2015).

Biondo et al. (2017) determinaram a capacidade antioxidante de 18 Oleos
essenciais de especiarias, ervas e citrus. Entre os 0leos essenciais analisados pelos
multiplos ensaios de capacidade antioxidante empregando diferentes mecanismos de
reacdo, 0s autores destacam o Oleo essencial de cravo obtido da planta Eugenia
caryophyllus, originaria das Ilhas Moluscas (Indonésia) e o 0leo essencial de canela
obtida da planta Cinnamomum zeylanicum, nativa do Sri Lanka, ambos os Oleos
essenciais extraidos das folhas por destilacdo a vapor. A capacidade antioxidante
equivalente a trolox (umol ET.gt) encontrada por Biondo et al. (2017) foi de 1753,36
(DPPH), 1546,32 (ABTS), 779,06 (ORACFL) e 2688,27 (FRAP) para o 0leo essencial
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de cravo e 1514,56 (DPPH), 1205,40 (ABTS), 720,37 (ORACkFL) e 2399,72 (FRAP)
para o 6leo essencial de canela.

Capacidade antioxidante elevada também foi constatada por Jirovetz et al.
(2006) e Tomaino et al. (2005), por meio do ensaio DPPH para 0os mesmos 0leos
essenciais. Para o 6leo essencial de cravo é descrito atividade inibitdria superior a do
antioxidante sintético BHT, amplamente utilizado pela indUstria alimenticia (Jirovetz et
al., 2006). A verificacdo de atividade antioxidante dos Oleos essenciais de cravo e
canela permite sua aplicacdo na producdo animal em substituicdo aos antioxidantes
sintéticos (Biondo et al., 2017; Rivaroli et al., 2016).

O eugenol (2-Methoxy-4-(prop-2-en-1-yl)phenol), um fenilpropanoide é o
principal composto bioativo com propriedades antioxidantes nos 6leos essenciais de
cravo extraidos de plantas como a E. caryophyllus (84,5%) (Biondo et al., 2017), E.
caryophyllata (82,6 a 88,6%) (Chaieb et al., 2007; Tomaino et al., 2005) e Caryophillus
aromaticus L. (83,7%) (Scherer et al., 2009). O eugenol também é encontrado como
principal composto bioativo em alguns éleos essenciais de canela extraido da folha de
C. zeylanicum (78,8 a 79,8%) (Biondo et al., 2017; Wang et al., 2009) e C. pauciflorum
(54,74%) (Wang et al., 2009).

Em outras espécies do género Cinnamomum sao descritos outros compostos. O
cinamaldeido ((2E)-3-Phenylprop-2-enal) ou trans-cinamaldeido é encontrado como
principal composto bioativo com propriedades antifingicas em d&leos essenciais
extraidos da casca de C. loureirii (82,0%), C. verum (74,5%) e C. cassia (71,7%) (Li et
al., 2013) e C. zeylanicum (66,28%) (Van Haute et al., 2016). Também foi encontrado
em Oleo essencial obtido das folhas de C. burmanni (60,2%) (Wang et al., 2009).

Entre os compostos majoritarios, o eugenol apresenta em sua estrutura molecular
um grupo funcional hidroxila (OH") e anel aromatico que caracteriza uma molécula com
atividade antioxidante pela capacidade de transferéncia de elétrons e/ou atomo de
hidrogénio estabilizando os radicais livres. Tomaino et al. (2005) analisando a
capacidade de eliminacdo do radical DPPH" pelos Oleos essenciais de cravo (E.
caryophyllata) e canela (C. zeylanicum) observaram valores semelhantes ao encontrado
no controle com eugenol purificado (> 99%). Os autores relacionam a atividade
antioxidante dos Oleos essenciais a presenca de eugenol entre 0s compostos
majoritarios. O eugenol purificado também apresenta alta atividade antimicrobiana
(Yadav et al., 2015).
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Alguns 0Gleos essenciais de canela, obtidos de outras espécies do género
Cinnamomum, apresentam o cinamaldeido como composto majoritario, apresentando
alta atividade antimicrobiana pela capacidade de interagir com a parede celular de
microrganismos alterando sua estrutura e danificando a camada fosfolipidica levando a
maior permeabilidade com perda de conteido celular e subsequente morte das células
microbianas (Burt, 2004; Jayasena and Jo, 2013; Majeed et al., 2016; Solérzano-Santos
and Miranda-Novales, 2012).

Pela complexidade de compostos, algumas inddstrias buscam moléculas
especificas para obter esses efeitos, isolando os compostos bioativos responsaveis pela
atividade antioxidante ou antimicrobiana, excluindo possiveis compostos com atividade
indesejavel (Carocho et al., 2015) ou citotoxica em sistemas bioldgicos aumentando a
concentracdo de radicais livres e desencadeando um estado de estresse oxidativo
(Bakkali et al., 2008).

6. Utilizacdo dos 0leos essenciais na aquicultura

A caracterizacdo dos OGleos essenciais com a identificacdo dos compostos
bioativos tem permitido sua aplicagdo em diferentes &reas (Carocho et al., 2015;
Prakash et al., 2015; Raut and Karuppayil, 2014) incluindo na aquicultura, seja via
alimentacdo dos animais como promotor de crescimento, imunoestimulante,
antioxidante e antibacteriano (Acar et al., 2015; Baba et al., 2016; Diler et al., 2016;
Hernandez et al., 2015, 2014) ou durante o processamento do pescado com aplicacao
direta no filé, com a finalidade de inibir a oxidacdo lipidica, melhorar a qualidade
microbioldgica e estender a vida de prateleira (Cai et al., 2015; Raeisi et al., 2015; Van
Haute et al., 2016).

Hernandez et al. (2015) avaliaram o 6leo essencial de tomilho (Thymus zygis)
sobre a qualidade da carne e vida de prateleira de douradas (Sparus aurata) alimentadas
com ragdes contendo niveis de 0,5 a 2,0 g.kg? de dleo essencial durante 84 dias.
Segundo os autores, a inclusio de 1,0 g.kg! de 6leo essencial tomilho na ragdo
melhorou os parametros avaliados, principalmente microbiologicos. A atividade
antimicrobiana do O6leo essencial de tomilho esta relacionada especialmente aos
compostos timol e carvacrol, principais compostos do 6leo essencial de tomilho, que
sdo altamente hidrofobicos e se acumulam na membrana celular das bactérias levando a

perda de componentes intracelulares e morte da célula.
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Em dietas de truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss) com inclusdo de até 3,0
mL.kg? de 6leo essencial de orégano (Origanum onites L.) fornecidas durante 90 dias,
Diler et al. (2016) encontraram melhor desempenho dos animais, conversdo alimentar e
atividade da lisozima plasmatica que contribui para a protecdo contra patdgenos por
promover fagocitose, e quando os animais foram desafiados com Lactococcus garvieae
a mortalidade foi reduzida nos tratamentos com 0leo essencial. Esse patdgeno causa
lesGes no endotélio vascular levando a hemorragia com alto indice de mortalidade.

Para tilapias Mozambique (O. mossambicus) os pesquisadores (Baba et al.,
2016) incluiram o Oleo essencial de limdo (Citrus limon) obtido da casca em até 1,0
g.kg? na ragdo, durante 60 dias e encontraram melhora nos pardmetros bioquimicos no
sangue e resposta imune dos animais. Quando submetidos a desafio com Edwardsiella
tarde, que provoca lesdes hemorragicas na pele e branquias com nédulos em 0Orgaos
como figado e bago, os animais com racdo suplementada com 6leo essencial de liméo
apresentaram menor mortalidade.

Resultado semelhante foi obtido com o Oleo essencial extraido da casca da
laranja (Citrus sinensis) para mesma espécie em até 0,5 g.kg™ de dleo essencial na ragéo
(Acar et al.,, 2015). Os pesquisadores encontraram melhora nos parametros de
desempenho dos animais, resposta imune, varidveis hematoldgicas e bioquimicas no
sangue e maior sobrevivéncia dos animais submetidos a infeccdo com Streptococcus
iniae. Patdgenos encontrados em peixes de agua doce e salgados, sendo considerado um
dos principais patdgenos de importancia econémica pela alta mortalidade.

Brum et al. (2017) avaliaram os Oleos essenciais de manjericdo (Ocimum
gratissimum) e gengibre (Zingiber officinale) em até 1,5 g.kg™ na racdo de juvenis de
tilapia do Nilo durante 55 dias e encontraram maior peso final e melhor conversdo
alimentar em animais que receberam a ragdo com 0,5 g.kg? de 6leo essencial de
manjericdo e maior sobrevivéncia quando submetidos a desafio com Streptococcus
agalactiae para racdo com 0,5 g.kg' de oleo essencial de gengibre. Segundo os
pesquisadores, a suplementacdo dietética com 0leos essenciais de manjericdo e gengibre
melhora o crescimento, resposta imune e resisténcia a doengas, sendo uma alternativa
aos produtos sinteticos para reducdo da mortalidade ocasionada por S. agalactiae e
demais doencas.

O efeito dos 6leos essenciais sobre o desempenho dos animais (Acar et al., 2015;
Brum et al., 2017; Diler et al., 2016) é relacionada aos compostos bioativos que

induzem a secrecdo de enzinas digestiveis contribuindo para maior eficiéncia alimentar
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(Radhakrishnan et al., 2015) e ao efeito sobre o sistema imune dos animais durante o
cultivo melhorando a resisténcia a patdgenos (Acar et al., 2015; Baba et al., 2016) pela
atividade da lisozima plasmatica que promove maior fagocitose (Diler et al., 2016).

No entanto, o efeito antioxidante no filé apos o abate dos animais suplementados
com Oleos essenciais sobre qualidade, capacidade antioxidante, oxidacdo lipidica e
aceitabilidade dos filés € desconhecida até no momento, exceto, pelos efeitos
antioxidantes e antimicrobianos em filés de peixes quando adicionado o 6leo essencial
em biofilmes e aplicados diretamente nos filés apds o abate.

Raeisi et al. (2015) encontraram maior capacidade antioxidante com reducédo da
oxidagdo lipidica e microrganismos em filés de truta arco-iris com revestimento
comestivel & base de carboximetilcelulose mais 6leo essencial de Zataria multiflora
Boiss. Os principais compostos bioativos do 6leo essencial de Z. multiflora Boiss sdo 0s
monoterpenos carvacrol (41,2%) e timol (27,4%), ambos com grupo hidroxila na
molécula que confere sua atividade antioxidante. No entanto, a presenca de compostos
aromaticos atribuem forte odor quando aplicado diretamente no filé provocando
mudancas acentuadas nas caracteristicas sensoriais com baixa aceitacdo do produto
(Raeisi et al., 2015; Van Haute et al., 2016).

Considerando os compostos e propriedades bioativas dos 6leos essenciais e 0s
resultados de pesquisas encontradas na literatura até o momento, a incorporacdo dos
6leos essenciais na producdo animal tende a trazer ampla contribuicdo, principalmente

em substituicdo aos aditivos sintéticos.

7. Andlise sensorial

Nos ultimos anos, a mudanc¢a no habito alimentar da populacéo é observada pela
preferéncia por produtos de maior conveniéncia e praticidade, mas que preservem as
caracteristicas nutricionais e sensoriais (Oetterer et al., 2014).

A analise sensorial € o método mais confiavel para determinar a qualidade do
pescado, sendo aplicada pela indUstria para avaliar a matéria-prima e o produto
elaborado (Sant’Ana and Freitas, 2011). Varidveis como idade, sexo, renda, origem
cultural e habito de consumo dos avaliadores sdo consideradas no momento da
aplicacdo da anélise por interferirem na aceitabilidade sensorial (Oetterer et al., 2014;
Samant et al., 2015). Caracteristicas do animal também determinam a aceitabilidade

sensorial. O peso ao abate de tilapias do Nilo como a porc¢éo do filé, dorso ou ventre,
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apresentam variacdo quanto a composicdo quimica e caracteristicas fisicas que
interferem na aceitabilidade sensorial (Kayan et al., 2015).

Os principais atributos avaliados sdo sabor, textura e aroma (Behrens et al.,
2010). Por apresentar rapida deterioracdo de origem fisioldgica, quimica e
microbioldgica, essas caracteristicas sdo rapidamente alteradas no pescado e facilmente
observadas pelos avaliadores (Sant’Ana and Freitas, 2011). A adi¢do de produtos
quimicos e naturais (6leos essenciais e extratos) com o objetivo de reduzir essas
alteracdes pode melhorar aceitabilidade, entretanto, esses aditivos também podem
alterar os atributos sensoriais (Fennema et al., 2010; Sant’Ana and Freitas, 2011).

Segundo Vital et al. (2016), o uso dos éleos essenciais em produtos carneos deve
considerar a aceitabilidade sensorial do produto final pelos consumidores. Por
apresentar compostos aromaticos em sua complexa composi¢do (Amorati et al., 2013),
os 6leos essenciais podem alterar as caracteristicas sensoriais do pescado e ndo agradar
o paladar dos consumidores (Raeisi et al., 2015; Van Haute et al., 2016). Além disso, a
presenca de compostos aromaticos pode mascarar a oxidacdo lipidica (produtos
secundarios, como aldeidos e cetonas) induzindo o consumidor a uma avaliacao errdnea

quanto ao frescor e qualidade nutricional do alimento (Vieira et al., 2017).
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Il - OBJETIVOS GERAIS

Avaliar o efeito da inclusdo dos 0Oleos essenciais de cravo e canela em dietas
para tilapia do Nilo com base no desempenho animal e capacidade antioxidante,

oxidacao lipidica, expressdo génica, analise instrumental e sensorial dos filés.
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Il - Efeito dos Oleos essenciais de cravo (Eugenia caryophyllus) e canela
(Cinnamomum zeylanicum) em ragdes para tilapia do Nilo sobre o desempenho e

capacidade antioxidante e oxidacéo lipidica nos filés.

Resumo

Este trabalho foi realizado para avaliar a inclusdo de 6leo essencial de cravo (OEcl) ou
oleo essencial de canela (OEci) em racdes de tilapia do Nilo sobre o desempenho
animal e poder antioxidante e oxidacdo lipidica nos filés. Os tratamentos foram
constituidos dos OEcl ou OEci em dois niveis de inclusdo (0,35 e 0,70 g.kg™ de ragdo) e
0 tratamento controle sem inclusdo de 6leos essenciais. Os peixes foram alimentados
durante 45 dias. O poder antioxidante (rac6es e filés) foi determinada pelos ensaios
ORACk., DPPH, FRAP e ABTS e a oxidacdo lipidica pelo ensaio de TBARs. Para
oxidagdo lipidica os files foram armazenados em vitrine & 2° C e analisados durante 7
dias. O desempenho dos animais ndo foi alterado pelos dleos essenciais e niveis de
inclusdo. O poder antioxidante foi superior nas racGes com 0leos essenciais e nos filés
do tratamento com 0,35 g.kg? de OEcl pelo ensaio L-ORACF. com reducio de até
40,3% da oxidacdo lipidica; enquanto que, o OEci apresentou efeito pré-oxidante em
relagdo ao tratamento controle. A inclusdo de 0,35 g.kg™ de OEcl na dieta de tilapias do
Nilo durante 45 dias, ndo alterou o desempenho animal, aumentou o poder antioxidante
e inibiu a oxidacéo lipidica nos filés.

Palavra-chave: Antioxidante natural, composto bioativo, desempenho animal, nutri¢do,
ORACEFL, TBARs.

Abstract

This work was carried out to evaluate the inclusion of clove (OEcl) or cinnamon
essential oil (OEci) in Nile tilapia rations on animal performance and antioxidant power
and lipid oxidation in fillets. The treatments were composed of OEcl or OEci at two
inclusion levels (0.35 and 0.70 g.kg-1 of feed) and the control treatment without
inclusion of essential oils. The fish were fed for 45 days. The antioxidant power (rations
and fillets) was determined by the ORACFL, DPPH, FRAP and ABTS assays and the
lipid oxidation by the TBAR assay. For lipid oxidation the fillets were stored in a
showcase at 2 °C and analyzed for 7 days. The performance of the animals was not
altered by the essential oils and levels of inclusion. The antioxidant power was higher in

the essential oils rations and in the fillets in the 0.35 g.kg-1 OEcl treatment by the L-
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ORACFL assay with reduction of up to 40.3% of the lipid oxidation; while the OEci
presented a pro-oxidant effect in relation to the control treatment. The inclusion of 0.35
0.kg-1 of OEcl in the Nile tilapia diet for 45 days did not alter animal performance,
increased antioxidant power and inhibited lipid oxidation in fillets.

Key words: Natural antioxidant, bioactive compound, animal performance, nutrition,
ORACFL, TBARs

Introducéo

Os filés de tilapia do Nilo apresentam Gtimas caracteristicas sensoriais,
proteinas de alto valor biologico e fracdo lipidica com acidos graxos poli-
insaturados benéficos a saude humana (Visentainer et al., 2005). No entanto, o
pescado apresenta rapida deterioracdo (Herndndez et al., 2015) pelos fatores
intrinsecos e extrinsecos, como atividade enzimatica e microbioldgica (Ozpolat
and Dufan,s20trdar de um produto com elevado teor de acidos graxos poli-
insaturados, os filés de tilapia, apresentam oxidacdo lipidica intensa, levando a
formagdo de produtos, como perdxidos, hidroperdxidos, hidrocarbonetos
volateis, alcoois, aldeidos e cetonas, que sdo responsaveis pelo sabor e cheiro
desagradavel, deterioracdo dos filés, reducdo da qualidade e aceitabilidade do
pescadddHenunedepet@d., @ithLdo lipidica podem ser evitados ou retardados pela
utilizacdo de substancias antioxidantes que impedem o desencadeamento de reacdes
oxidativas, seja por meio da transferéncia de elétrons e/ou 4tomo de hidrogénio para o
radical, pela quelacdo de metais, impedindo a formacdo de espécies reativas, ou pela
complexacdo, sequestro, absorcdo, neutralizacdo e decomposicdo de agentes pro-
oxidantes (Amorati et al., 2013; Boroski et al., 2015; Foti, 2007; Shahidi and Zhong,
2010).

Ha uma série de antioxidantes sintéticos utilizados na inddstria alimentar,
cosmética e terapéutica. No entanto, devido a legislacédo rigorosa sobre o uso de aditivos
alimentares sintéticos, a natureza cancerigena e as preferéncias dos consumidores, ha
um interesse em utilizar antioxidantes naturais ao invés dos sintéticos. Nesse sentido, ha
uma tendéncia em usar substancias naturais presentes em plantas medicinais e plantas
alimentares como antioxidantes terapéuticos. A maioria destes antioxidantes naturais
provém de frutas, vegetais, especiarias, grdos e ervas (Anbudhasan et al., 2014,
Nakatani, 2000).



41

Duas especiarias muito populares sdo o cravo da india (Eugenia caryophyllus) e
a canela (Cinnamomum zeylanicum). O 6leo essencial extraido delas apresenta alto
poder antioxidante, pela presenca de grupos fendlicos (Biondo et al., 2017; Ghosh et al.,
2015). Os compostos fendlicos estdo associados a reducdo de doencas cronicas e seu
poder antioxidante esta relacionado com a presenca do grupo hidroxila em sua estrutura
(Boroski et al., 2015).

Atualmente, foram aplicadas e avaliadas varias estratégias para melhorar o
desempenho animal e diminuir a oxidacgéo lipidica dos seus filés. Uma das estratégias é
a suplementacdo da dieta do peixe com substancias antioxidantes. Estudos recentes
envolvendo a suplementacdo das ragdes com 6leos essenciais mostraram reducdo na
atividade microbiana nos filés de dourada (Sparus aurata) (Hernandez et al., 2015),
melhora no desempenho e resisténcia as doencas em trutas (Diler et al., 2016), maior
resposta imune em tilapias Mozambique (Baba et al., 2016).

Desta forma, este trabalho foi realizado para avaliar o efeito da adicdo de 6leos
essenciais de cravo (OEcl) ou canela (OEci) sobre o desempenho animal, o poder

antioxidante e oxidacéo lipidica em filés de tilapia do Nilo.

Material e Métodos

Local

O experimento foi desenvolvido no setor de piscicultura (Codapar — UEM) e as
analises quimicas no Laboratério de Controle e Qualidade de Produtos de Origem
Animal Departamento de Zootecnia e no Laboratério de Métodos Cromatograficos
Departamento de Quimica, ambos na Universidade Estadual de Maringd (UEM),
Maringé, Parana — Brasil. O projeto foi aprovado pelo comité Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Universidade Estadual de Maringd, protocolo n° 9976190415.

Animais e condicdo experimental

Para realizacdo do estudo foram utilizadas 120 tilapias do Nilo, linhagem
Gift/Tilamax, provenientes do programa de melhoramento genético de tilapias do Nilo
da UEM, com peso medio de 107,3+0,9 g e comprimento total de 17,4+0,1 cm. Os
animais foram distribuidos em 15 caixas de polietileno com capacidade de 500 litros,

sistema de ar difuso e renovacdo de &gua constante. As caixas estavam dispostas em
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estufa com foto periodo natural. Cada caixa correspondeu a uma unidade experimental
com oito tilapias do Nilo, totalizando 24 animais por tratamento.

O delineamento foi inteiramente ao acaso com cinco tratamentos e trés
repeticdes, com duracdo de 45 dias. Os tratamentos foram constituidos de dois niveis,
0,35 e 0,70 g.kg* de OEcl ou OEci nas dietas, e tratamento controle sem adigdo de 6leo
essencial. A inclusdo dos 6leos essenciais foi realizada por asperséo ap6s a extrusdo da
dieta (Tabela 1). O arracoamento foi realizado as 08h, 11h, 14h e 17 horas até a

saciedade aparente dos animais.

Coleta de material para analise

Ao final do periodo experimental, as tilapias foram pesadas, medidas
(comprimento total), evisceradas e filetadas. Os filés foram embalados a vacuo,
devidamente identificados para andlise posterior do poder antioxidante e oxidacao
lipidica.

Poder antioxidante

Para a realizacdo das analises de poder antioxidante, as amostras trituradas
(dietas e filés) foram previamente liofilizadas (liofilizador CHRIST, ALPHA 1-2 LD
plus), a -52 °C e 0,060 mbar durante 24 horas e passadas por uma peneira de 80 mesh
(177 um) para evitar qualquer influéncia granulométrica nos ensaios.

Os ensaios DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil), FRAP (Ferric Reducing Ability
Power) e ABTS (&cido 2,2-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico)) foram
aplicados nas amostras de racdo e filés seguindo procedimento QUENCHER. As
solucdes de trabalho desses ensaios foram preparadas de acordo com Serpen et al.
(2012).

A solucéo estoque de DPPH foi preparada pela dissolucdo de 40 mg do radical
DPPH em 200 mL de uma mistura etanol/agua (50:50, v/v). O valor de absorbancia
entre 0,75 e 0,80 em 525 nm foi determinado diluindo-se os 200 mL da solucdo estogque
com aproximadamente 800 mL de uma mistura etanol/agua (50:50, v/v).

A solucdo de FRAP foi preparada pela diluicdo de uma solugdo aquosa 10 mmol
L—1 de TPTZ (2,4,6-Tris(2 piridil)-1,3,5-triazina) e 20 mmol L' de cloreto férrico em
uma solugdo tampao 300 mmol L'de acetato de sédio (pH 3,6) na proporcdo de 1:1:10

(v/vlv), como descrito por (Benzie and Strain, 1996).
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Para o0 ensaio ABTS, a solucdo de trabalho foi preparada de acordo com Re et al.
(1999) reagindo a solucdo estoque de ABTS (7 mmol L) com uma solucdo de
persulfato de potassio (2,45 mmol L™"). A solucgdo final foi deixada em repouso no
escuro a temperatura ambiente durante 12-16 horas antes da utilizacdo. O valor de
absorbéancia entre 0,75 e 0,80 em 734 nm foi determinado diluindo-se 10 mL da solugéo
estoque com aproximadamente 800 mL de uma mistura etanol/dgua (50:50, v/v)
(Serpen et al., 2012).

Para a aplicacdo dos ensaios DPPH, FRAP e ABTS seguindo procedimento
QUENCHER, 10 mg de cada amostra seca e peneirada foram pesados em tubos de
centrifuga protegidos da luz, onde 10 mL das respectivas solu¢des de trabalho foram
adicionados aos tubos para iniciar as reacdes. Todos os tubos foram agitados por 60 min
e, posteriormente, centrifugados a 4000 rpm por 5 min. A absorbancia dos
sobrenadantes foi medida em um espectrofotdmetro UV-visivel (Thermo SCIENTIFIC,
GENESYS 10uv Scanning) nos comprimentos de onda de 525 nm (para ensaio DPPH),
593 nm (para ensaio FRAP) e 734 nm (para ensaio ABTS) (Serpen et al., 2012).

Como padrdo de referéncia foi utilizado o Trolox (&cido (%)-6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcromano-2-carboxilico) para converter a capacidade de inibicdo de cada
amostra para poder antioxidante em equivalente Trolox (ET), como descrito por Serpen
etal. (2012).

Os procedimentos de preparo dos extratos hidrofilicos (H-ORACFL) e
lipofilicos (L-ORACFL) para analise ORACFL foram realizados de acordo com Prior et
al. (2003). Para isso, 0,5 g de cada amostra seca foram pesadas em tubos de centrifuga
sendo o conteudo lipofilico primeiramente extraido com 10 mL de hexano. Depois da
adicdo de solvente, os tubos foram agitados por 30 s, seguido de sonicacéo a 37 °C por 5
min. Os tubos foram agitados duas vezes durante a etapa de sonicacao para suspender as
amostras. Na sequéncia, os tubos permaneceram a temperatura ambiente por 10 min
com agitagdo ocasional. Posteriormente, todas as amostras foram centrifugadas a 4000
rpm por 10 min e os sobrenadantes foram coletados em baldes de fundo chato. O
residuo de cada amostra foi submetido ao mesmo procedimento descrito anteriormente.
Os sobrenadantes resultantes das duas extragdes sequenciais foram combinados,
concentrados sob pressao reduzida a 30 °C e o extrato hexanico seco foram dissolvidos
em 1,5 mL de acetona e 4,5 mL de uma solugdo 7% de RMCD (B-ciclodextrina

aleatoriamente metilada) (50% acetona:50% agua, v/v).
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As extragbes hidrofilicas foram realizadas com os residuos resultantes das
extracBes lipofilicas pela adicdo de 10 mL de acetona/dgua/acido acético (70:29,5:0,5,
viviv) e aplicando o mesmo procedimento utilizado nas extracdes lipofilicas. As
amostras foram centrifugadas a 4000 rpm por 15 min. e 0s sobrenadantes coletados em
balGes volumétricos. A extracdo foi repetida, sendo os sobrenadantes combinados e
diluidos para um volume final de 25 mL.

Os ensaios H-ORACFL e L-ORACFL foram realizados a 37 °C em um
fluorimetro da marca Perkin Elmer, modelo VictorTMX4, utilizando microplacas pretas
de 96 pogos com excitagdo/emissdo a partir do topo da placa.

Para 0 ensaio L-ORACFL, os extratos foram diluidos com uma solugdo 7% de
RMCD em acetona/agua (50:50, v/v) até a concentracdo apropriada para estar dentro do
intervalo de concentracdo da curva padrdo. A solucdo 7% de RMCD foi utilizada como
branco e para dissolver os padrdes de Trolox no ensaio lipofilico. Para os extratos
hidrofilicos, as solugdes das amostras foram diluidas com acetona/agua/acido acético
(70:29,5:0,5, v/viv) até o intervalo de concentracdo apropriado para a curva padrdo.
Padrbes de Trolox foram preparados em acetona/agua/acido acético (70:29,5:0,5, v/viv)
bem como o branco para o ensaio H-ORACFL.

Uma porcdo de 20 pL das amostras diluidas foi adicionada a cada uma das
células da microplaca seguida pela adicao de 200 uL de uma solugdo 95,7 nmol L—1 de
fluoresceina sddica preparada como descrito por (Prior et al., 2003). A microplaca foi
inserida no fluorimetro por 5 min para estabilizar a temperatura. Em seguida, 75 pL de
uma solucdo de AAPH (2,2'-azobis-(2-amidino-propano) dihidrocloreto), diluida em
tampdo fosfato 0,075 mol L' (pH 7,0) com concentragdo de 17,2 mg mL—1 para o
ensaio L-ORACFL e 8,6 mg mL™! para o ensaio H-ORACFL foram adicionados a cada
célula. As leituras foram iniciadas imediatamente em intervalos de 1 min durante 30
ciclos de andlise. Os comprimentos de onda de excitacdo e de emissdo foram de 485 e
515 nm, respectivamente.

Os valores finais de H-ORACFL e L-ORACFL foram calculados utilizando um
modelo de regressdo linear (y = ax + b) entre concentragdo de Trolox (umol L") e a
area liquida sob a curva de decaimento da fluoresceina de acordo com Prior et
al.(2003).A érea abaixo da curva (AUC) foi calculada utilizando a seguinte equacao:

AUC = (1 + fYf% f2/f%+ .+ "+1/%)

Em que, f0 é a intensidade de fluorescéncia inicial e fn é a intensidade de

fluorescéncia no tempo n.
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O valor de AUC liquido foi obtido subtraindo-se a area abaixo da curva de
decaimento da fluorescéncia do branco do valor da amostra ou padréo (Wu et al., 2008).
O poder antioxidante total (CAT) foi calculado somando-se os valores obtidos nos
ensaios H-ORACFL e L-ORACFL. Todos os resultados obtidos nas determinagdes do

poder antioxidante foram expressos em pmol ET g ™'

Oxidacéo lipidica

A oxidacdo lipidica nos filés foi quantificada pelo ensaio de substancias reativas
ao acido tiobarbitdrico (TBARs) conforme preconizado por Vyncke (1970). Para ao
ensaio os filés de tilapia do Nilo foram picados e colocados em bandejas de isopor
fechadas com filme de PVC e armazenados em expositor refrigerado a 2 °C com foto
periodo controlado (12:12). As analises de oxidacdo foram realizadas nos dias 1, 3 e 7
de exposicdo. Os filés foram picados com o objetivo de acelerar a oxidagdo lipidica e
verificar o efeito antioxidante dos 6leos essenciais adicionados nas rages. O ensaio
seguiu as etapas de extracdo, reacdo ao acido tiobarbitdrico e leitura em
espectrofotbmetro. Para extracdo foram pesados 10 g de amostra em tubo Falcon e
adicionado 20 ml de TCA (&cido tricloroacético) a 10%, em seguida foram
homogeneizadas em Ultra Turrax e centrifugadas a 4.000 rpm a temperatura de 4° C por
15 minutos, e o sobrenadante filtrado em papel filtro 80 g/m2. Para rea¢do com o acido
tiobarbitarico, foi pipetado 2,0mL da solucdo filtrada e 2,0 mL de &cido tiobarbitarico
1% em tubo de ensaio, homogeneizado em vortex e levada a banho-maria a 97° C por
20 minutos. A leitura em espectrofotdometro foi realizada em absorvancia de 532 nm e
os resultados expressos em mg.kg? de malonaldeido (MDA) nos filés. Como padrdo

para curva foi utilizado o 1,1,3,3-tetrametoxipropano (TMP).

Anélise estatisticas

Os dados de desempenho, poder antioxidante (dietas e filés) e oxidacédo lipidica
(efeito dos 6leos essenciais e dias de exposi¢do em vitrine) foram submetidos a anélise
de variancia (ANOVA) seguido do teste de médias (Tukey) a 5% de significancia. Para
verificar o efeito dos dleos essenciais foi realizado analise de contraste entre o
tratamento controle e os tratamentos com OEcl (C1) e OEci (C2). Os tratamentos foram
considerados como variaveis classificatorias e as andlises realizadas no programa
Statistica 7.0.
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Resultados

Desempenho animal

Peso e comprimento final, ganho em peso didrio e conversdo alimentar nédo
foram alterados (p > 0,05) pelas dietas (controle, OEcl e OEci) e contrastes (C1 e C2)
(Tabela 2). Além disso, ndo foi observado mortalidade dos animais dos diferentes

tratamentos.

Poder antioxidante das dietas

O poder antioxidante das dietas com OEcl ou OEci foi maior (p < 0,05) em
comparacdo com a dieta controle (Tabela 3), exceto nos tratamentos 0,35 g.kg-1 de
OEcl e OEci pelo ensaio H-ORACFL e CAT. Para contrastes, 0 C2 ndo diferiu (p
0,6918) pelo ensaio H-ORACFL. Para demais ensaios, C1 e C2 foram significativos. A
incluséo nas rac6es de OEcl ou OEci garantiram uma fonte dietética de antioxidante de

origem natural para as tilapias do Nilo.

Poder antioxidante dos filés

O poder antioxidante foi maior (p < 0,05) nos filés das tilapias da dieta com 0,35
g.kg-1 de OEcl pelo ensaio L-ORAC. Nos demais ensaios, 0 poder antioxidante foi
semelhante (p > 0,05) ou menor em comparagdo ao grupo controle (Tabela 4). O C1
pelos ensaios FRAP e ABTS né&o diferiu. Nos demais ensaios os contrastes (C1 e C2)
foram significativos; no entanto, apenas o OEcl pelo ensaio L-ORAC promoveu

aumento do poder antioxidante.

Oxidacao lipidica dos filés

A inclusdo de OEcl e OEci nas dietas e o periodo de armazenamento em
expositor a 2° C alterou (p < 0,05) a oxidacao lipidica nos filés (Tabela 5). Em todo o
periodo de avaliacdo houve reducdo da oxidacao lipidica nos filés dos tratamentos com
OEcl (0,35 e 0,70 g.kg-1 na ragdo), que variou de 4,1 a 40,3% em comparagéo ao grupo
controle, também verificado pelo C1 (dias 3 e 7 de avaliacdo). Nos dias 1 e 7, a
oxidagdo lipidica ndo diferiu entre os niveis de OEcl nas ragdes. Diferenga foi
observada no dia 3 com o menor valor de MDA (0,156 mg.kg-1 de filé) para o

tratamento com 0,35 g.kg-1 de OEcl.
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Para o OEci foi observado efeito pro-oxidante com aumentando da oxidacdo
lipidica de até 47,1% em relacdo ao grupo controle. Efeito pré-oxidante também é
verificado pela analise de contraste (C2) no dia 1 (p < 0,05) com valor de MDA maior

em filés com OEci, mas ndo diferindo nos dias 3 e 7.

Discussao

Poder antioxidante nas racdes

A inclusdo de 0,35 e 0,70 g.kg-1 de OEcl e OEci promoveu aumento no poder
antioxidante das racdes, verificados nos ensaios realizados. O método de aplicagdo dos
Oleos essenciais, apos a extrusao, foi eficiente e garantiu a presenca de compostos com

acao antioxidante nas racoes.

Desempenho animal

Os OEcl e OEci fornecido por 45 dias na racdo nao afetou o desempenho
produtivo dos animais. Em dietas para tilapia Mozambique, 6leo essencial extraido da
casca da laranja melhorou o desempenho animal (Acar et al., 2015), resultados néo
observados para mesma espécie com o 6leo essencial extraido da casca de limédo (Baba
et al., 2016). No entanto, os autores (Acar et al., 2015; Baba et al., 2016) descrevem
melhor resposta imune dos animais que receberam as dietas com os 6leos essenciais.

O efeito dos 6leos essenciais sobre o desempenho dos animais esta relacionado
aos compostos bioativos que induzem a secre¢do de enzimas digestiveis contribuindo
para maior eficiéncia alimentar (Radhakrishnan et al., 2015) e principalmente ao efeito
sobre o sistema imune, melhorando a resisténcia dos animais contra agentes estressores,
reduzindo problemas com mortalidade durante o cultivo (Acar et al., 2015; Baba et al.,
2016).

Os trabalhos com 6leos essenciais na aquicultura sdo recentes e 0 emprego
desses compostos como promotores de crescimento e da resposta imune nos animais
devem ser considerados em trabalhos futuros permitindo o desenvolvimento de aditivos
naturais, contribuindo com o desempenho animal sem agressdao ao meio ambiente (Diler
et al., 2016).

Poder antioxidante nos filés



48

N&o foi verificado a transferéncia do poder antioxidante dos éleos essenciais
para os filés, exceto para o tratamento com 0,35 g.kg-1 de OEcl pelo ensaio L-ORACFL
(6,67 umol ET g-1). Este ensaio difere dos demais por apresentar afinidade lipofilica e
mecanismo de acdo baseado na transferéncia de hidrogénio empregando o radical
peroxila. Por utilizar um radical encontrado em sistema bioldgico com temperatura de
reacdo semelhante ao do corpo humano, o ensaio é recomendado para determinar o
poder antioxidante em matrizes alimentares por reproduzir um mecanismo antioxidante
verificado no corpo humano (Boroski et al., 2015). Carbonera et al. (2014) avaliando a
suplementacdo de extrato de residuo de acerola em dieta para tildpias do Nilo,
encontraram maior poder antioxidante nas dietas e nos filés, mas verificaram que o
poder antioxidante nos filés ndo aumentou de forma linear no periodo de
suplementacdo. Resultado semelhante encontrado por Carbonera et al. (2016) com a
suplementacdo de 6leo de chia, 6leo de tungue, CLA (Conjugated Linoleic Acid) e
vitamina E.

Segundo Carbonera et al. (2016) alguns antioxidantes dietéticos podem
contribuir no crescimento dos animais ou atuar na protecdo contra o estresse oxidativo
durante o cultivo, ndo observando aumento no poder antioxidante nos filés. Carbonera
et al. (2016, 2014) verificaram maior poder antioxidante pelo ensaio L-ORACFL em
filés de tilapias do Nilo com 30 dias de suplementacdo, e verificaram comportamento
semelhante pelos ensaios DPPH, FRAP, ABTS e H-ORACFL com picos de poder
antioxidante em diferentes tempos dentro do periodo de suplementacéo.

Oxidacao lipidica nos filés

A oxidacdo lipidica pode iniciar no pré-abate, durante e ap6s o abate dos
animais (Kumar et al., 2015). Incorporar os 6leos essenciais via alimentacdo, como um
fator pré-abate, fornece uma fonte de antioxidante natural aos animais, contribuindo
para o equilibrio entre agentes pro-oxidantes e antioxidantes, atuando na prevencédo da
oxidacdo no sistema bioldgico, e ap6s o abate retardando ou inibindo as reacdes de
oxidacao lipidica nos filés.

A inclusdo OEcl nas ragdes apresentou efeito antioxidante reduzindo a oxidacéo
lipidica nos filés armazenados a temperatura de 2° C por 7 dias. O tratamento com 0,35
0.kg-1 de OEcl néo diferiu do tratamento com 0,70 g.kg-1 de OEcl e do tratamento
controle nos dias 1 e 7, mas apresentou menor oxidacéo lipidica no dia 3, corroborando

com os dados do ensaio L-ORACFL, aonde, maior poder antioxidante confere menor
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oxidagdo (0,35 g.kg-1 de OEcl), menor poder antioxidante confere maior oxidagéo
lipidica (0,70 g.kg-1 OEci).

O poder antioxidante do OEcl é superior ao BHT (butil-hidroxito-lueno)
(Jirovetz et al.,, 2006), um dos principais antioxidantes sintéticos utilizados em
alimentos industrializados e ragdes, mas associado a danos ao organismo. Desta forma,
a substituicdo por antioxidantes naturais com atividade equivalente é aconselhada e
aceita pelos consumidores preocupados em adquirir alimentos mais saudaveis (Amorati
et al., 2013; Bakkali et al., 2008; Carocho et al., 2015; Gilcin et al., 2012).

O composto majoritario dos OEcl (84,5%) e OEci (78,8%) é o eugenol (4-Allyl-
2-methoxyphenol) (Biondo et al., 2017) que apresenta em sua estrutura molecular um
grupo hidroxila (OH") e aromatico que caracteriza moléculas com atividade antioxidante
estabilizando os radicais livres, reduzindo e inibindo a oxidacao lipidica.

Os antioxidantes, em matrizes alimentares, podem seguir dois caminhos:
desempenhar sua funcdo mantendo o equilibrio entre pré-oxidantes e antioxidantes ou
em niveis elevados sofrer auto-oxidacgdo e apresentar funcdo pro-oxidante (Shahidi and
Zhong, 2010), efeito verificado nos filés dos animais que receberam racdes com OEci.
Esse efeito pode ser atribuido a citotoxicidade dos 6leos essenciais. Segundo Bakkali et
al. (2008) alguns oleos essenciais a nivel celular afetam o estado redox ocasionando a
oxidacdo de elementos celulares como proteinas e DNA, desencadeando um estado de

estresse oxidativo.

Conclusao

A inclusdo dos 6leos essenciais ndo afetou o desempenho dos animais. O OEcl
aumentou a poder antioxidante (ensaio L-ORACEFL) e inibiu a oxidagdo lipidica em até
40,3% em relacdo ao grupo controle. O OEci apresentou efeito pro-oxidante com
aumento da oxidacdo lipidica. Em 45 dias de suplementacéo, é indicado a incluséo de
0,35 g.kg* de OEcl na ragdo de tilapias do Nilo.
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Tabela 1. Ingredientes e composi¢cdo aproximada da ragdo experimental.
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Ingredientes % Composi¢do aproximada 2 %
Milho 39,38 Umidade 89,36
Farelo de soja 34,21 Fibra total 4,03
Farinha de visceras 4,89 Energia digestivel (kcal/kgl) 2487
Farelo de arroz 12,71 Proteina bruta 28,45
Farinha de sangue (80%) 5,86 Lipidio total 3,65
DL- metionina 0,12 Célcio 0,68
Oleo soja (sem aditivo) 0,73 Faésforo disponivel 0,52
L-lisina 0,12 Lisina 1,74
L-triptofano 0,03 Arginina 1,69
Cloreto de colina 0,15 Histidina 0,81
Sal comum 0,34 Metionina 0,47
Fosforo bicalcio 1,47

2Valor estimado pelo SuperCrac Premium (TD software, Vicosa,MG, Brazil
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Tabela 2. Peso (PF) e comprimento final (CF), conversdo alimentar (CA) e ganho em
peso diério (GPD) de tilapias do Nilo alimentadas com ragdes com inclusdo (0,35 e 0,70

g.kg™* na ragdo) de 6leo essencial de cravo (OEcl) e canela (OEci).

ltens PF CF CA GPD
(9) (cm) (9.9) (9.dia)
Controle? 201,42 21,72 1,17 2,07
OEcl 0,35 202,96 21,3 1,13 2,10
OEcl 0,70 204,08 21,38 1,14 2,18
OEci 0,35 203,04 21,53 1,21 2,16
OEci 0,70 206,79 20,57 1,16 2,21
SEMP 3,03 0,20 0,05 0,07
Valor de p
Efeito 0,9886 0,5013 0,2875 0,9784
C1° 0,8323 0,5063 0,7652 0,7423
c2d 0,7018 0,2569 0,3694 0,6242

2 Racdo sem inclusdo de 6leo essencial.

b Erro padrio da média.

¢ Contraste entre tratamento controle e OEcl
d Contraste entre tratamento controle e OEci
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Tabela 3. Poder antioxidante (umol ET g1) das ragdes com inclusdo (0,35 e 0,70 g.kg™*
na racdo) de 6leo essencial de cravo (OEcl) e canela (OEci).

ltens H-ORACq® L-ORACr® CATY DPPH® FRAP'" ABTSY
Controle? 55,50¢ 4,94° 60,44° 9,98¢ 14,59¢ 19,628
OEcl 0,35 37,81F 13,848 51,65° 11,295 18,008  24,20"
OEcl 0,70 93,42A 16,008 109,42~  12,46" 21,04  23,99*
OEci 0,35 45,37P 10,35¢ 55,72°¢  10,44%¢ 17,858 20,298
OEci 0,70 64,008 20,647 84,645  1247%  2057°  24,23°
SEMP 5,19 1,43 5,85 0,25 0,54 0,48
Valor de p

Efeito <0,0000 <0,0000  <0,0000 <0,0000 <0,0000 <0,0000
c1 0,0005 <0,0000  <0,0000 <0,0000 <0,0000 <0,0000
c2 0,6918 <0,0000  0,0007 <0,0000 <0,0000 0,0002

Letras mailsculas indicam diferenca significativa (p <0,05) na coluna.
2 Racdo sem inclusdo de 6leo essencial.

b Oxigen Radical Absorbance Capacity / fragdo hidrofilica.
¢ Oxigen Radical Absorbance Capacity / fracdo lipofilica.
d Poder antioxidante total (H-ORACF. + L-ORACkL).

¢ 2,2-difenil-1-picril-hidrazil.

" Ferric Reducing Ability Power.

9 Acido 2,2 -azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico).

" Erro padrio da média.

' Contraste entre tratamento controle e OEcl

I Contraste entre tratamento controle e OEci
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Tabela 4. Poder antioxidante (umol ET g*) em filés de tilapias Nilo alimentadas com
ragdes com inclusdo (0,35 e 0,70 g.kg™ na ragdo) de 6leo essencial de cravo (OEcl) e

canela (OEci).

ltens H-ORACq " L-ORACr® CATY DPPH® FRAPT ABTSY
Controle 19,06 3,748 22,804 1533 58578 21567
OEcl 0,35 12,76<P 6,674 19,438 14,458  6,08% 21,337
OEcl 0,70 14,698¢ 2,04¢ 16,73¢ 14,385 5458 20,95%8
OEci 0,70 16,9078 0,558 17,455 14,068 5,61°% 21,0078
OEci 0,35 12,07° 0,458 12,52°  1425® 5508 19,978
SEMP" 0,72 0,62 0,92 0,13 0,07 0,19
Valor de p

Efeito <0,0000 <0,0000  <0,0000 0,0030 0,0163 0,0184
c1 <0,0000 0,0009 <0,0000 0,0013 0,5619  0,3088
c2 <0,0000 <0,0000  <0,0000 0,0002 <0,0000 <0,0000

Letras mailsculas indicam diferenca significativa (p <0,05) na coluna
2 Racdo sem inclusdo de 6leo essencial.

b Oxigen Radical Absorbance Capacity / fragdo hidrofilica.
¢ Oxigen Radical Absorbance Capacity / fracdo lipofilica.
d Poder antioxidante total (H-ORACF. + L-ORACkL).

¢ 2,2-difenil-1-picril-hidrazil.

" Ferric Reducing Ability Power.

9 Acido 2,2 -azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico).

" Erro padrio da média.

' Contraste entre tratamento controle e OEcl

I Contraste entre tratamento controle e OEci
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Tabela 5. Oxidagéo lipidica (mg.kg™ de malonaldeido nos filés) pelo ensaio de TBARs

em filés de tilapias do Nilo alimentadas com ragdes com niveis de incluséo (0,35 e 0,70

g.kg* de ragdo) de 6leo essencial de cravo (OEcl) e canela (OEci).

Itens

Controle?
OEcl 0,35
OEcl 0,70
OEci 0,35
OEci 0,70
SEMP
Valor de p

Efeito

C1°

c2d

Tempo de armazenamento a 2 °C

Dial Dia 3 Dia7 Valordep
0,192A82 0,261¢2 1,322A8b 0,0001
0,168 0,156 0,8624° <0,0000
0,185%82 0,218852 1,0717 <0,0000
0,28352 0,285% 1,71580 <0,0000
0,272AB2 0,267¢2 1,28748b 0,0026

0,02 0,01 0,10

0,0202 <0,0000 0,0070
0,6020 <0,0000 0,0246
0,0171 0,0570 0,3047

Letra maiusculas indicam diferenca significativa (p< 0,05) na coluna.
Letra minusculas indicam diferenga significativa (p< 0,05) na linha.

4Racdo sem inclusdo de 6leo essencial.

b Erro padrio da média.
¢ Contraste entre tratamento controle e OEcl
d Contraste entre tratamento controle e OEci
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IV — Oleo essencial de cravo (Eugenia caryophyllus) como fonte antioxidante em

racOes para tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus)

Resumo

Este trabalho foi realizado para avaliar o efeito da inclusdo de 6leo essencial de cravo
(OEcl) em racBes para tilapia do Nilo (linhagem Gift/Tilamx) sobre o desempenho
animal e poder antioxidante, oxidacdo lipidica, expressao génica, textura, pH, cor e
analise sensorial dos filés. Foram avaliados trés niveis de OEcl nas racGes (0,70; 1,05 e
1,40 g.kgt) fornecidas em trés periodos antes do abate dos animais (15; 45 e 60 dias).
Os dados foram analisados em esquema fatorial (niveis X periodos) em contraste a um
grupo controle sem inclusdo do OEcl. A oxidacdo lipidica foi determinada em filés
armazenados em expositor a 4° C durante 14 dias. O poder antioxidante nas racGes
aumentou com a inclusdo do OEcl. A interagcdo afetou o poder antioxidante (ensaios
DPPH e FRAP) e a oxidacéo lipidica. A oxidag&o lipidica foi reduzida em até 43,3% em
relacdo ao grupo controle. A textura, pH, cor e analise sensorial ndo foram alteradas
pela interacdo. O poder antioxidante (ensaio FRAP), oxidacao lipidica, expressdo génica
(CAT e GSS) e textura dos filés diferiram dos filés do grupo controle. A incluséo de
0,70 g.kg™ de OEcl na ragéo durante 15 dias antes do abate contribui para maior poder
antioxidante, reducdo da oxidacdo lipidica, expressdo génica e maior firmeza dos filés,
sem alterar o pH, cor e aceitacdo sensorial dos filés pelos consumidores.

Palavra-chave: TBARs, FRAP, Oxidacdo lipidica, Poder antioxidante, Expressdo

génica.

Abstract

This work was carried out to evaluate the effect of inclusion of clove essential oil
(OEcl) on Nile tilapia (Gift / Tilamx) rations on animal performance and antioxidant
power, lipid oxidation, gene expression, texture, pH, color and sensory analysis of
fillets. Three levels of OEcl were evaluated in the rations (0.70, 1.05 and 1.40 g.kg™?)
provided in three periods before the animals were slaughtered (15, 45 and 60 days). The
data were analyzed in a factorial scheme (levels x periods) in contrast to the control
group without inclusion of OEcl. Lipid oxidation was determined in fillets stored in a
showcase at 4 ° C for 14 days. The antioxidant power in the rations increased with the
inclusion of OEcl. The interaction affected the antioxidant power (DPPH and FRAP

assays) and lipid oxidation. Lipid oxidation was reduced by up to 43.3% in relation to
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the control group. The texture, pH, color and sensory analysis were not altered by
interaction. The antioxidant power (FRAP assay), lipid oxidation, gene expression
(CAT and GSS) and fillet texture differed from the control group. The inclusion of 0.70
g.kg? of OEcl in the ration for 15 days before slaughtering contributes to greater
antioxidant power, reduction of lipid oxidation, gene expression and greater firmness of
the fillets, without altering the pH, color and sensorial acceptance of consumers.

Key words: TBARs, FRAP, lipid oxidation, antioxidant power, gene expression.

Introducéo

O filé de peixe, ainda que armazenado em condi¢Oes ideais de temperatura,
apresenta rapida deterioracdo (Ahmed et al., 2015; Ozpolat and Duman, 2017) e quando
ndo controladas reduzem a qualidade nutricional e sensorial do produto (Kayan et al.,
2015; Khalafalla et al., 2015; Liu et al., 2010). Segundo Hernandez et al. (2015) os
produtos a base de peixe sdo particularmente sensiveis a oxidagdo lipidica pelo seu
elevado nivel de &cidos graxos de cadeia insaturada.

A tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) € a segunda espécie de agua doce mais
cultivada no mundo (FAO, 2016) e o principal produto comercializado € o filé, que
apresenta Otima caracteristica nutricional e sensorial, com proteinas de alto valor
bioldgico e fracdo lipidica com acidos graxos poli-insaturados em especial 0os dmegas-3.
Entre eles, o &cido eicosapentaenoico (EPA, 20:5n-3) responsavel por atuar nos
processos anti-inflamatdrios e o &cido docosahexaenoico (DHA, 22:6n-3) em funcdes
neuroprotetoras (Rapoport et al., 2011). Os &cidos graxos poli-insaturados também estéo
associados a reducdo no risco de inumeras doencas, principalmente cardiacas
(Visentainer et al., 2005).

O perfil de acidos graxos no filé de tilapia do Nilo é facilmente alterado com a
modulacgéo da dieta rica em poli-insaturados (Carbonera et al., 2014a; Montanher et al.,
2016; Sarker et al., 2016; Tocher, 2015). No entanto, a oxidagao lipidica é proporcional
ao aumento de acidos graxos poli-insaturados (Bernardi et al., 2016; Kumar et al., 2015;
Vieira et al., 2017), com alteracBes nas caracteristicas nutricionais e sensoriais
reduzindo a aceitacdo do produto pelos consumidores (Bernardi et al., 2016). Em casos
mais avancgados, 0os produtos secundarios da oxidacdo lipidica, como o malonaldeido
(MDA), apresentam alta toxidade quando presentes nos alimentos (Vieira et al., 2017).

O emprego de solugdes de imersdo e biofilmes contendo 6leos essenciais com

alto poder antioxidante, contribuem no controle da oxidacdo lipidica e redugdo da
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atividade microbiana (Cai et al., 2015; Ozogul et al., 2017; Raeisi et al., 2015; Van
Haute et al., 2016). No entanto, a aceitacdo sensorial dos filés é baixa em funcdo da
necessidade de niveis altos de dleo essencial para obter o efeito antioxidante esperado
comprometendo o sabor e odor (Raeisi et al., 2015; Van Haute et al., 2016).

Na alimentacdo dos peixes, Hernandez et al. (2015) encontraram redugdo da
atividade microbiana nos filés quando adicionado 6leo essencial de tomilho (Thymus
zygis) na racdo de dourada (Sparus aurata). Diler et al. (2016) observaram melhor
desempenho e resposta imune avaliando o 6leo essencial de orégano para truta arco-iris
(Oncorhynchus mykiss) e Baba et al. (2016) para tilapias Mozambique (O.
mossambicus) melhor resposta imune com ragdes suplementadas com 6leo essencial de
Citrus limon.

O Oleo essencial de cravo (OEcl) obtido por prensagem a frio das folhas de
Eugenia caryophyllus apresenta alto poder antioxidante atribuida ao seu principal
composto, o eugenol (84,5%) (Biondo et al., 2017).

Este estudo foi realizado para avaliar o efeito da inclusdo por 60, 45 e 15 dias
antes do abate de trés niveis de 6leo essencial de cravo em racdes para tilapias do Nilo
sobre o desempenho animal, poder antioxidante, oxidagdo lipidica, textura, pH, cor,

expressdo génica e andlise sensorial dos filés.

Material e Métodos

Local

O experimento foi desenvolvido na Unidade Demonstrativa de Producdo em
Tanques-rede, localizada no reservatorio de Rosana no Rio Paranapanema, tributario rio
do Corvo, municipio de Diamante do Norte, Parana — Brasil (-22.6569 -52.7803). As
andlises laboratoriais foram realizadas na Universidade Estadual de Maringa, Maringa,
Parana — Brasil.

Animais e rag0es experimentais

Foram utilizadas 1400 tilapias do Nilo da linhagem Gift/Tilamx proveniente do
programa de melhoramento genético de tilapias do Nilo da UEM, com peso médio de
186,5+4,9g, as quais foram distribuidas em 40 tanques-rede de 1 m®. Cada tanque-rede

correspondeu uma unidade experimental com 35 peixes.
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O delineamento foi inteiramente ao acaso com dez tratamentos e quatro
repeticdes. Os tratamentos foram constituidos de trés niveis (0,70, 1,05 e 1,40 g.kg™) de
OEcl nas racdes fornecidas em trés periodos (60, 45 e 15 dias) antes do abate dos
animais. O OEcl foi diluido (1:5) em solucéo hidroalcoolica e por aspersdo adicionado a
ragdo extrusada. O arragoamento foi realizado as 08h, 11h, 14h e 17h horas e biometrias
quinzenais foram realizadas para calcular a biomassa e ajustar a quantidade de ragéo

fornecida.

Coleta de material para analise

Ao final do periodo experimental os animais permaneceram em jejum por 24
horas e 240 animais foram abatidos, eviscerados e filetados. Os filés (lado esquerdo)
foram identificados e transportados para analises. Sendo: 40 filés para poder
antioxidante; 40 filés para oxidacgdo lipidica; 40 filés para textura, pH e cor (medidas
aferidas no mesmo filé) e 120 filés para andlise sensorial. Amostras de musculo para
analise de expressdo foram coletadas de seis animais (filés do lado direito) de cada

tratamento.

Desempenho animal
Foram avaliados o peso final (PF), comprimento padrédo final (CF), ganho em
peso diario (GPD), conversdo alimentar (CA), rendimento de filé (RF) e sobrevivéncia

(SO). Todos os animais foram avaliados.

Poder antioxidante

Para a realizacdo das analises de poder antioxidante as amostras (racdes e filés)
foram previamente liofilizadas em liofilizador (CHRIST, ALPHA 1-2 LD plus), a —52
°C e 0,060 mbar durante 24h e passadas por uma peneira de 80 mesh (177 um) para
evitar qualquer influéncia granulométrica nos ensaios.

Os ensaios DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil), FRAP (Ferric Reducing Ability
Power) e ABTS (&cido 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico)) foram
aplicados seguindo procedimento QUENCHER. As solucdes de trabalho desses ensaios
foram preparadas de acordo com Serpen et al. (2012).

A solucéo estoque de DPPH foi preparada pela dissolugéo de 40 mg do radical

DPPH em 200 mL de uma mistura etanol/agua (50:50, v/v). O valor de absorbancia
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entre 0,75 e 0,80 em 525 nm foi determinado diluindo-se os 200 mL da solucdo estoque
com aproximadamente 800 mL de uma mistura etanol/agua (50:50, v/v).

A solucdo de FRAP foi preparada pela diluicdo de uma solugdo aquosa 10 mmol
L™ de TPTZ (2,4,6-Tris(2 piridil)-1,3,5-triazina) e 20 mmol L' de cloreto férrico em
solugdo tamp&do 300 mmol L' de acetato de sédio (pH 3,6) na proporcdo de 1:1:10
(v/viv), como descrito por Benzie and Strain (1996).

Para o ensaio ABTS, a solucdo foi preparada de acordo com Re et al. (1999)
reagindo-se a solucéo estoque de ABTS (7 mmol L™!) com uma solugio de persulfato de
potassio (2,45 mmol L!). A solucdo final foi deixada em repouso no escuro a
temperatura ambiente durante 12-16 horas antes da utilizagdo. O valor de absorbancia
entre 0,75 e 0,80 em 734 nm foi determinado diluindo-se 10 mL da solucdo estoque
com aproximadamente 800 mL de uma mistura etanol/agua (50:50, v/v) (Serpen et al.,
2012).

Para a aplicagdo dos ensaios DPPH, FRAP e ABTS seguindo procedimento
QUENCHER, 10 mg de cada amostra seca e peneirada foram pesados em tubos de
centrifuga protegidos da luz, onde 10 mL das respectivas solugdes de trabalho foram
adicionados aos tubos para iniciar as rea¢des. Todos os tubos foram agitados por 60 min
e, posteriormente, centrifugados a 4000 rpm por 5 min. A absorbancia dos
sobrenadantes foi medida em um espectrofotémetro UV-visivel (Thermo SCIENTIFIC,
GENESYS 10uv Scanning) nos comprimentos de onda de 525 nm (para ensaio DPPH),
593nm (para ensaio FRAP) e 734nm (para ensaio ABTS) (Serpen et al., 2012).

Trolox (&cido  (%)-6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico)  foi
utilizado como padrao de referéncia para converter a poder de inibicdo de cada amostra
para poder antioxidante em equivalente Trolox (ET), como descrito por (Serpen et al.,
2012).

Oxidacdo lipidica

A oxidacdo lipidica nos filés foi determinada pelo ensaio de substancias reativas
ao &cido tiobarbiturico (TBARs) conforme preconizado por Vyncke (1970) com
modificagdes. Os filés foram moidos e distribuidos em bandejas de isopor fechadas com
filme de PVC e armazenadas em expositor refrigerado (+ 4 °C) e foto periodo
controlado (12:12). Os ensaios foram realizados nos dias 1, 7 e 14 de armazenamento.
Os filés foram moidos com o objetivo de acelerar a oxidag&o lipidica e verificar o efeito

antioxidante do OEcl na alimentacao.
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Para extragdo foi utilizado solugdo contendo &cido tricloroacético 7,5%, acido
gélico 0,1% e EDTA 0,1%. As amostras (5,0 g) foram homogeneizadas com a solucéo
(10mL) usando um Ultra Turrax, em seguida centrifugadas a 4000 rpm (4 °C) por 15
minutos. O sobrenadante foi filtrado e 1,5mL misturado (1:1 v/v) com &cido
tiobarbitirico 1% em tubo de ensaio, homogeneizado e levada a banho-maria a 100 °C
por 15 minutos. A leitura em espectrofotdmetro foi realizada em absorbancia de 532 nm

e os resultados expressos em mg.kg™ de MDA nos filés.

Textura, pH e cor dos filés

A textura foi determinada em quatro amostras com 1x1x2cm obtidas da regido
dorsal de cada filé e analisadas perpendicularmente a direcdo das fibras musculares em
texturdmetro da marca TAXT Plus Texture Analyser com lamina de corte Warner-
Bratzler com célula de carga de 5 kg, velocidade de 5,0 mm/s e distancia de 20 mm.

O pH (potencial de hidrogénio) foi determinado em trés pontos na parte interna
dos filés utilizando um pHmetro da marca Hanna modelo HI99163.

A cor foi avaliada em seis pontos aleatdrios na parte interna dos filés utilizando
um colorimetro Minolta CR-400 com angulo de visdo de 10° e eluminante D65. Os
valores de L* (luminosidade), a* (componente verde-vermelho) e b* (componente azul-
amarelo) foram expressos conforme o sistema de cor da Commission Internationale de
L’Eclairage (CIElab).

Anélises de expressao génica

Para avaliar a expressdo dos genes catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPX)
e glutationa sintetase (GSS), foram coletadas cerca de 2 g de muasculo branco de trés
peixes de cada tratamento. As amostras de musculo foram armazenadas em RNA Later
(Invitrogen, Carlsbad CA, USA) a -20 °C até o0 momento da extracdo de RNA.

O RNA total foi extraido com uso do reagente Trizol® (Invitrogen, Carlsbad
CA, USA) de acordo com as normas do fabricante, na propor¢do de 1 mL para cada 70
mg de tecido. Todos os materiais utilizados foram previamente tratados com inibidor de
RNase - RNase AWAY® (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA). Inicialmente, o tecido foi
triturado com homogeneizador elétrico Polytron (tecido + Trizol) até a completa
dissociacdo, sendo mantido a temperatura ambiente por cinco minutos. Logo ap6s foram
adicionados 200 pL de cloroférmio e homogeneizados manualmente por 15 segundos.

Apdbs permanecer em temperatura ambiente por trés minutos, o material foi centrifugado
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por 15 minutos a 12.000 x g a 4 °C, sendo a fase liquida coletada e transferida para tubo
limpo. Ao sobrenadante foram adicionados 500 pL de isopropanol, ¢ apds dez minutos a
temperatura ambiente, os tubos foram centrifugados por dez minutos a 12.000 x g, a 4
°C. Foi descartado o sobrenadante e o precipitado foi lavado com 1 mL de etanol 75%.
Apos nova centrifugacdo a 7.500 x g por cinco minutos a 4 °C, o sobrenadante foi
descartado, sendo que o pelet foi seco por 15 minutos e ressuspendido em &gua
ultrapura livre de RNAse. Por fim, as amostras foram incubadas a 60 °C por 15 minutos,
sendo posteriormente armazenadas a -80 °C.

Para avaliar a concentragédo total de RNA, as amostras foram mensuradas pelo
método fluorimétrico utilizando o kit Qubit RNA BR Assay Kit (Invitrogen, Carlsbad
CA, USA). A integridade do RNA foi avaliada em gel de agarose 1%, corado com
SYBR Safe™ DNA Gel Stain (Invitrogen, Carlsbhad CA, USA) e visualizado em
aparelho transluminador com luz ultravioleta.

As amostras de RNA foram tratadas com DNase | (Invitrogen, Carlsbad, CA,
EUA), para remocdo de possiveis residuos de DNA genémico, de acordo com as
recomendacdes do fabricante.

O cDNA foi confeccionado utilizando o kit SuperScrippt TM I1I First-Strand
Syntesis Super Mix (Invitrogen, Carlsbad CA, USA) de acordo com as normas do
fabricante. Em tubo estéril e RNA free foram adicionados 6 pl de RNA total, 1 uL de
oligo (dT), 50 uM oligo (dT) 20 e 1 puL de tampao de anelamento (Annealing buffer). A
reacao foi incubada por 5 minutos a 65 °C e entdo colocadas sobre o gelo por 1 minuto.
Foi adicionado em seguida 10 pL de solug¢do 2x First-Strand Reaction Mix e 2 uL de
solucdo contendo a enzima transcriptase reversa SuperScript 111 e inibidor de RNAse.
A solucdo foi incubada por 50 minutos a 50 °C e posteriormente 5 minutos a 85 °C,
sendo imediatamente colocada sobre o gelo. As amostras foram armazenadas a -20 °C
até o momento do uso.

Para avaliar por PCR em tempo real (QRT-PCR) os genes GPX, GSS e CAT,
foram desenhados primers de acordo com as sequéncias depositados no site
www.ncbi.nlm.nih.gov para Oreochromis niloticus, utilizando o site www.idtdna.com
(Tabela 1). Para controle endogeno, foi utilizado o gene da 3-actina (XM_003455949),
sendo escolhido o primer desenvolvido por (Yang et al., 2013).

Para as reacOes de gRT-PCR, foi utilizado o corante fluorescente SYBR®
GREEN PCR Master Mix (Applied Biosystems, USA), conforme recomendagdes do

fabricante. Todas as analises foram realizadas em um volume de 25 pL e em duplicatas.
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As reacOes foram conduzidas em strips, no aparelho StepOne Plus. As concentracgdes de
primer e cDNA foram determinadas através de testes de eficiéncia utilizando trés
concentracdes de primer (100, 200 e 400 nM) e quatro concentracdes de cDNA (10,
100, 200 e 400 ng). O meétodo 2-ACT foi utilizado para as andlises de quantificagdo
relativa, sendo os dados expressos em unidade arbitraria (UA).

Os primers para 0s genes analisados neste estudo provaram ser adequados para a
analise de PCR em tempo real. A eficiéncia de amplificacdo foi semelhante para os
genes de interesse, variando entre 90 e 110%. A analise das curvas de dissociacdo nédo
revelou presenca de produtos ndo especificos, ou formacdo de dimeros de primers, o
que demonstra a confiabilidade dos dados na expressdo de mRNA dos genes estudados.
Analise estatistica da [-actina como controle enddgeno ndo mostrou diferenca
significativa entre os tratamentos, comprovando desta forma a eficiéncia de seu uso

como controle end6geno.

Anélise sensorial

Analise sensorial foi realizada em laboratorio apropriado com cabines
individuais localizado na Universidade Estadual de Maringa. Foram selecionados 120
consumidores respeitando género e faixa etaria conforme perfil da populagdo brasileira.
A anélise foi dividida em 12 sessdes com 10 consumidores por sessdo, que avaliaram
uma amostra de cada tratamento.

Os filés foram descongelados sobre refrigeracdo e a regido dorsal foi dividida
em 10 pedacos (1x2 cm). Em seguida foram envolvidos com papel aluminio e cozidos
em grill (Grill Philco Jumbo Inox, Philco AS, Brasil) pré-aquecido a 200 °C até
atingirem temperatura interna de 85 °C, aferido com term6metro tipo espeto (Incoterm,
145 mm, Incoterm LTDA, Brasil). As amostras identificadas por cddigo permaneceram
em estufa a 50 °C até serem servidas em um delineamento randomizado. Os
consumidores receberam uma amostra de cada vez e avaliaram a aceitabilidade para os
atributos odor, textura, sabor e aceitacdo geral, usando uma escala de 9 pontos (1 - me
desagrada extremamente e 9 — gosto extremamente). Pontuacdo intermediaria (nota 5)
foi excluida da escala (Font-i-Furnols et al., 2008). Também foi aplicado um
questionario para caracterizar os consumidores quanto a preferéncia e consumo de

carnes, compra de pescado e conhecimento sobre 6leos essenciais.

Analise estatistica
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Os dados de poder antioxidante das racGes experimentais foram submetidos a
andlise de variancia (ANOVA) seguido de teste de médias (Tukey) a 5% de
significancia. Para desempenho animal e poder antioxidante, oxidacdo lipidica, cor, pH,
textura, expressdo génica e analise sensorial dos filés foi realizada analise estatistica em
esquema fatorial, considerando niveis de OEcl nas racGes e periodos de fornecimento
aos animais antes do abate como fatores. O efeito para niveis e periodos é apresentado
para todos os parametros analisados juntamente com analise de contraste entre
tratamentos com OEcl e controle (sem adicdo de OEcl). Quando verificado interacéo
(niveis x periodo) foi realizado o desdobramento fatorial com teste de médias (Tukey) a
5% de significancia, sendo apresentado as médias de cada tratamento. As anélises foram

realizadas no programa Statistica 7.0.

Resultados

Desempenho animal
A interacdo entre niveis de OEcl e periodos de fornecimento as tilapias nédo

afetou o desempenho dos animais (Tabela 2).

Poder antioxidante nas racdes

O poder antioxidante nas ragdes aumentou com a inclusdo de OEcl em todas as
metodologias usadas (Tabela 3). As dietas com inclusédo de OEcl permitiram uma fonte
dietética de substancias antioxidante presentes no 6leo essencial. O poder antioxidante

foi maior pelo ensaio ABTS, seguido pelos ensaios FRAP e DPPH.

Poder antioxidante nos filés

A interacdo foi significativa (p< 0,000) para os ensaios DPPH e FRAP (Tabela
2), e somente pelo ensaio DPPH o contraste entre grupo controle e filés com OEcl foi
significativo (p <0,000). Para o ensaio ABTS, o efeito isolado entre as variaveis ndo foi
significativo (p 0,098). As maiores médias da interacdo entre niveis e periodos (Tabela
4) foi para 0,70/45, 0,70/60 e 1,05/60 no ensaio DPPH e 1,05/15, 1,05/45, 1,05/60 e
1,40/60 no ensaio FRAP.

Para o grupo controle com o uso da metodologia de DPPH, os filés das tilapias

que receberam as ragdes com OEcl por 15 dias antes do abate e 1,40 mg.kg™ de OEcl
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nos periodos de 45 e 60 dias apresentaram o menor poder antioxidante, em comparagdo
com os filés das tilapias alimentadas com a dieta controle (Tabela 4). Para metodologia
FRAP, o poder antioxidante foi maior nos filés de tilapia que receberam as dietas com
1,05 mg.kg™* de OEcl nos periodos de 15 e 45 dias e 1,40 mg.kg™ em 60 dias antes do
abate. Para demais interacBes, as médias ndo diferiram do controle e nenhuma

apresentou valor inferior ao controle.

Oxidacéo lipidica dos filés

A interacdo entre niveis de OEcl nas racGes e periodos de fornecimento as
tilpias antes do abate influenciou (p <0,05) os valores de MDA (Tabela 2), um produto
secundario da oxidacéo lipidica, como o contraste nos dias 7 e 14 entre grupo controle e
tratamentos com OEcl.

O tempo de armazenamento dos filés (1, 7, e 14 dias), também resultou no
aumento do MDA.

As médias das interaces sdo apresentadas na Tabela 5. A reducdo da oxidacéao
lipidica nos filés com o OEcl variou de 2,8 a 43,3% em relacdo ao grupo controle. Para
o0 7° dia, houve reducdo significativa da oxidacéo lipidica em relacdo ao grupo controle,
exceto para interacdo 1,40/15. Nos dias 1° e 14°, algumas interagcdes apresentaram efeito

pré-oxidante, no entanto, os valores de MDA néo diferiram (p >0,05) do grupo controle.

Textura, pH e cor dos filés

A interacdo ndo afetou os valores de textura, pH e cor (L*, a* e b*) dos filés
(Tabela 2). Em relacdo ao grupo controle (contraste), somente os valores de textura
foram significativos (p <0,05). Os filés de tilapias que receberam as ragdes com OEcl

apresentaram filés com maior firmeza (maior forca de cisalhamento).

Expresséo génica

Os valores de CAT, GPX e GSS nao foram afetados pela interacdo (Tabela 2),
no entanto, na analise de contraste a expressdo dos genes CAT e GSS foi significativa
(p <0,05).

Frequéncia de consumo e perfil de compra de carnes
O painel sensorial foi realizado com 120 consumidores, sendo homens (47,5%) e

mulheres (52,5%) conforme faixa etaria da populacdo brasileira (Tabela 6). A
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frequéncia (Tabela 7) semanal do consumo de carne bovina foi superior, seguida por
ave, suina e peixe. A frequéncia de consumo semanal de carne bovina é elevada, com
89% dos participantes respondendo que consomem esta carne duas ou mais vezes por
semana. A segunda carne com maior consumo € a carne de frango com 60% dos
entrevistados respondendo que consomem esta carne de duas ou mais vezes por semana.
De modo geral, a maior parte (33%) dos entrevistados consome carne de suino apenas
uma vez por semana.

O consumo de peixe é baixo; 58% dos entrevistados responderam que
consomem esse alimento somente de uma a duas vezes por més. Apenas 11% dos
entrevistados responderam que consomem peixe de duas a mais de quatro vezes por
semana. Somente 5,8% ndo consomem peixe; inferior a carne suina (6,7%). Por outro
lado, a percentagem dos entrevistados que ndo consomem carne ovina é alta (53%).
Além disso, somente 41% responderam que consomem carne ovina uma vez por més.

Em relacdo ao perfil de compra de carne de peixe (Tabela 8), 58,3% adquire em
supermercados, 48,33% tém preferéncia pelo produto resfriado e 41,67% considera a
aparéncia no momento da compra.

Em relacdo aos 6leos essenciais, 87,50% compraria um peixe alimentado com

6leo essencial e 55,83% dos consumidores pagaria mais por esse produto.

Anélise sensorial

A interacdo ndo afetou (p <0,05) a aceitabilidade dos filés para os atributos
avaliados (Tabela 2) como néo diferiu (p <0,05) do grupo controle (contraste). As notas
de aceitacdo geral dos filés apresentaram correlacdo positiva (correlacdo de Pearson)
com os atributos aroma, textura e sabor (0,780, 0,845 e 0,906, respectivamente)
indicando que os consumidores consideram todos os atributos para avaliar a

aceitabilidade geral de filés de tilapia do Nilo.

Discussdo

Poder antioxidante das racgoes e filés e expressao génica

O OEcl e o seu principal composto com propriedade antioxidante, o eugenol,
sdo de natureza lipofilica (Kumar et al., 2015; Prakash et al., 2015; Raut and
Karuppayil, 2014; Yadav et al., 2015). Portanto, o ensaio ABTS resultou nos maiores

valores de poder antioxidante nas ragoes e filés.
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A inclusdo do OEcl aumentou o poder antioxidante das rac¢Ges, por outro lado,
ndo foi verificado aumento nos filés devido aos niveis e periodo de fornecimento das
racdes com OEcl.

O poder antioxidante em filés de tilapia do Nilo alimentada com racdes
suplementadas com antioxidante natural foi investigada por outros autores (Carbonera
et al., 2016, 2014b; Fogaca et al., 2009; Montanher et al., 2016) que encontraram
pequenas alteracdes no poder antioxidante conforme o ensaio aplicado. Segundo
Carbonera et al. (2016, 2014b), alguns antioxidantes dietéticos desempenham funcdes
que contribuem para o crescimento dos animais ou protecdo contra a oxidagdo gerada
pelo estresse durante o cultivo, ndo observando aumento significativo no poder
antioxidante nos filés pela deposicdo dos compostos antioxidantes na musculatura.

Acar et al. (2015) e Baba et al.(2016) verificaram em tildpia mocambique (O.
mossambicus) alimentadas com races suplementadas com oleo essencial de laranja
(Citrus sinensis) e limdo (Citrus limon), respectivamente, efeito positivo nos parametros
hematoldgicos e bioquimicos no sangue com maior resposta imune dos animais
indicando o efeito dos 6leos essenciais no periodo de cultivo. Da mesma forma, que os
6leos essenciais melhoraram a resposta inume dos animais, 0s compostos antioxidantes
do EOcl podem ter desempenhado sua funcdo durante o cultivo contribuindo para o
controle do estresse oxidativo ocasionado por fatores ambientais, bioldgicos e de
manejo. Abdel-Tawwab et al. (2017) verificaram em tilapias do Nilo expostas a metais
pesados menor atividade das enzimas superoxido dismutase, catalase e glutationa
peroxidade em animais que receberam racdo suplementada com antioxidante EDTA,
indicando que os antioxidantes dietéticos contribuiram para o controle e reparacdo do
estresse oxidativo indicado pela menor atividade do sistema antioxidante enzimatico.
Resultado verificado com a inclusdo do OEcl nas ragdes, com reducdo da expressao dos
génica da CAT e GSS.

Oxidacao lipidica dos filés

O efeito antioxidante dos éleos essenciais é atribuido principalmente aos
compostos majoritarios, como o eugenol no OEcl (Biondo et al., 2017), que apresenta
um grupo hidroxila (OH) e anel aromatico, permitindo transferéncia de elétrons ou
atomo de hidrogénio para o radical (Amorati et al., 2013; Foti, 2007; Kumar et al.,
2015). O eugenol purificado (> 99%) apresenta alta capacidade de eliminacao do radical

DPPHe (Tomaino et al., 2005) com atividade antioxidante superior ao BHT (butil-
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hidroxito-lueno) (Jirovetz et al., 2006). O eugenol também apresenta alta atividade
antimicrobiana (Tomaino et al., 2005) e sua concentracdo no OEcl extraido de folhas de
E. caryophyllus e de 84,46% (Biondo et al., 2017).

O efeito benéfico dos dleos esséncias também € atribuido ao sinergismo entre
seus compostos, principalmente dos minoritarios que correspondem a dezenas de
compostos com atividade variavel (Burt, 2004). De modo geral, o efeito antioxidante
dos Oleos essenciais esta relacionado a dose incluida nos alimentos e a concentracao de
moléculas com atividade antioxidante, igualmente, doses inadequadas dos Oleos
essenciais no alimento pode ocasionar efeito indesejavel (Burt, 2004; Carocho et al.,
2015, 2014) com reducdo na qualidade nutricional (efeito pro-oxidante) e sensorial
(odor e sabor) dos filés (Raeisi et al., 2015; Van Haute et al., 2016).

Efeito pro-oxidante dos OEcl foi verificado no 1° dia, no entanto, 0 MDA néo
diferiu do grupo controle. Esse efeito é relacionado a auto-oxidacéo dos antioxidantes
em concentragdes elevadas nos alimentos (Shahidi e Zhong, 2010). No caso dos 6leos
essenciais, também ¢ atribuido ao efeito citotoxico que contribui com a oxidacdo de
elementos celulares, como proteinas e DNA, aumentando a concentracdo de radicais
livres e desencadeando um estado de estresse oxidativo nos animais (Bakkali et al.,
2008). Peixes em condicbes de estresse pré-abate apresentam caracteristicas
indesejaveis como menor firmeza dos filés em salméo (Salmo salar L.) (Bahuaud et al.,

2010b) e capacidade de retencdo de agua em tilapias do Nilo (Goes et al., 2015).

Textura, pH e cor dos filés

A textura dos filés € um importante parametro sensorial, e filés com textura mais
firme apresentam maior aceitabilidade (Bahuaud et al., 2010a). A atividade microbiana,
autolise (Cai et al., 2015; Liu et al., 2010) e o estresse pré-abate com reducdo na
capacidade de retencdo de agua nos filés (Goes et al., 2015) sdo fatores que contribuem
para reducdo da firmeza dos filés de tilapias do Nilo. A perda de firmeza dos filés tem
inicio pos-abate e avanca durante o armazenamento, principalmente pela degradacéo
das proteinas do tecido conjuntivo (Ahmed et al., 2015)

OEcl apresenta atividade antimicrobiana (Jayasena e Jo, 2013; Solorzano-Santos
e Miranda-Novales, 2012) que poderia inibir o desenvolvimento de microrganismos nos
filés afetando a textura. No entanto, a analise foi realizada apds o abate (dia 1), periodo
com baixa atividade microbiana e enzimética que levaria a reducdo da firmeza dos filés

do grupo controle.
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A textura também é afetada pelas catepsinas e calpainas que provocam a reducéao
da integridade das células levando a liberacdo de proteases e degradagdo muscular
durante o armazenamento (Ahmed et al., 2015; Bahuaud et al., 2010a; Kemp et al.,
2010). Em salmédo, Bahuaud et al. (2010b) encontraram correlacdo de Pearson
significativa entre atividade e expressdo de genes de catepsinas com a firmeza dos filés
de animais submetidos a periodos de estresses antes do abate. Portanto, o OEcl pode ter
contribuido para uma condicdo de menor estresse dos animais pré-abate,
consequentemente, melhor firmeza dos filés. Acar et al. (2015) e Baba et al. (2016)
encontraram baixo estresse avaliando pardmetros bioquimicos no sangue de tilapias
mogambique alimentadas com racfes suplementadas com 6leo essencial de laranja (C.
sinensis) e limdo (C. limon).

O efeito na integridade das células também explica a textura. Antioxidantes
lipofilicos apresentam maior interagdo com a membrana lipoproteica (Roleira et al.,
2010). Os 6leos essenciais e seus compostos, como o eugenol, sdo de natureza lipofilica
(Kumar et al., 2015; Prakash et al., 2015; Raut and Karuppayil, 2014; Yadav et al.,
2015), portanto, os compostos do OEcl podem ter contribuido para integridade da
membrana celular reduzindo as perdas de contetdo intracelular.

O pH é um parametro associado ao frescor do pescado. Esta relacionado ao
manejo dos animais antes do abate e consequentemente o consumo de glicogénio no
musculo. Animais menos estressados, o pH muscular é mais elevado em relacdo a
animais estressados que apresentam queda acentuada do pH ap6s o abate prejudicando a
qualidade filé (Goes et al., 2015). O pH permaneceu conforme indicado para filés
frescos para espécie.

A cor é uma caracteristica altamente desejavel para espécies cultivadas como o
salmdo e truta, porém menos importante para espécies que apresentam carne branca
como a tilapia do Nilo. A presenca de pigmentos nos dleos essenciais é pequena e ndo
prejudicou a cor dos filés. Em filés de dourada, Herndndez et al. (2015) néo verificaram
alteracdo na coloracdo em animais alimentados com ra¢des suplementadas com dleo

essencial de tomilho.

Analise sensorial
A inclusdo de OEcl nas racgOes, ndo afetou a aceitabilidade dos atributos
avaliados e a analise de correlagdo indicou que os consumidores consideram todos 0s

atributos avaliados para determinar a aceitabilidade geral do filé de tilapia do Nilo.
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Trabalhos aplicando 6leo essencial em filés de peixes pela inclusdo em cobertura
comestivel (Raeisi et al., 2015) ou marinado (Van Haute et al., 2016) descrevem efeito
positivo no controle da oxidacdo lipidica e aumento da vida de prateleira, mas na
avaliacdo sensorial as notas para os atributos avaliados foram inferiores ao controle sem
adicdo de 6leo essencial. Segundo os autores, esse resultado é atribuido ao cheiro
caracteristico dos Oleos essenciais que ndo agradou o paladar dos consumidores.
Problema ndo observado nesse estudo com inclusdo de OEcl nas racfes dos animais e
corroborando com os resultados encontrados por Hernandez et al. (2015) avaliando a
inclusdo de Oleo essencial de tomilho em racGes para dourada quando aplicado o
Método de Indice de Qualidade (MI1Q) em animais armazenados em gelo.

Conclusao

Oleo essencial de cravo (OEcl) em ragbes para tilapias do Nilo, aumentou o
poder antioxidante, reduziu a oxidacao lipidica e a expressdo génica da CAT e GSS e
melhorou a firmeza dos filés. Ndo alterou o pH, cor e aceitacdo sensorial. Considerando
as interacdes, a inclusdo de 1,05 g.kg?* de OEcl na ragdo, por 15 dias antes do abate,
contribui para maior qualidade dos filés ap6s o abate.
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Tabela 1. Caracteristicas dos primers utilizados neste estudo.

Primer Sequéncia (pb)? NUmero de acesso
GPX F: CGCCGAAGGTCTCGTTATTT 107 NM_001279711.1
R: TCCCTGGACGGACATACTT
GSS F: TACCGAGCGTACAGCCTATATT 108 XM_003460466.3
R: TCACTGAGGCAGTTGCTTATTT
CAT F: CCCAGCTCTTCATCCAGAAAC 103 JF801726.1

R: GCCTCCGCATTGTACTTCTT

B-actina F: TGGTGGGTATGGGTCAGAAAG 217 XM_003455949

R: CTGTTGGCTTTGGGGTTCA

&Tamanho do amplicon.
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Tabela 2. Efeito isolado entre niveis de 6leo essencial de cravo nas ragdes e periodo de fornecimento para tilapias do Nilo, antes do abate
para desempenho animal (PF — peso final, CF — comprimento final, GPD — ganho de peso final, CA — conversao alimentar, RF —
rendimento de filé), poder antioxidante (DPPH — 2,2-difenil-1-picril-hidrazil, FRAP — Ferric Reducing Ability Power, ABTS — Acido 2,2'-
azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico)), analise instrumental, oxidacgéo lipidica, expressdo génica (CAT — catalase, GPX — glutationa

peroxidase, GSS — glutationa sintetase) e analise sensorial.

Niveis® Periodos® Efeito (valor de p)
Itens Controle? SEM¢ Contraste®
0.70 1.05 1.40 15 45 60 Niveis Periodos NXxP
Desempenho animal
PF (9) 675,32 667,81 691,43 698,02 6969 67426 6861 848 05075 0,7054 0,9631 0,6210
CF (cm) 25,8 2568 26,09 26,23 26,04 2589 26,07 014 04332 09102 0,8278 0,5683
GPD (9) 5,76 5,67 5,95 6,00 6,02 5,72 588 0,10 055544 0,6462 0,9720 0,6395
CA 1,81 1,81 1,77 1,77 1,72 1,82 1,81 002 08648 02672 0,8141 0,7002
RF (%) 314 31,06 31,7 31,84 31,5 31,49 316 0,17 0,3050 09744  0,8633 0,8296
Poder antioxidante (umol ET g?)
DPPH 18.61  17.62* 17.68" 16.37® 16.31° 17.20° 18.15° 0.21 <0.0000 <0.0000 <0.0000  <0.0000
FRAP 4.65 4,578 4,994 4.678 4,73 477 4,73 0.04 <0.0000 0.7347 <0.0000 0,2422
ABTS 32.79 3279 3222 3241 30.03° 33.39° 3401° 0.29 0.1760 <0.0000 0.0977 0,4213
Oxidacao lipidica (mg malonaldeido.kg-1)

1 dia 0,030  0,030"® 0,033 0,029 0,033* 0,029® 0,030° 0,00 0.0270 0.0426  0.0103 0,8423
7 dias 0,106  0,062* 0,065* 0,077% 0,074° 0,066° 0,064 0,00 0.0001 0.0134  0.0110 <0,0000
14 dias 0,173 0,149% 0,151® 0,123* 0,124* 0,171° 0,129° 0,00 0.0001 <0.0000 0.0021 0,0004

Continua
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Niveis® Periodos® Efeito (valor de p)
Itens Controle? SEM¢ Contraste®
0.70 1.05 1.40 15 45 60 Niveis Periodos NXxP
Anélise instrumental
Textura (N) 3,37 4,43 4,36 4,49 4,53 4,37 439 0,08 06393 04844 09802  <0,0000
pH 6,00 6,11 6,03 6,07 6,05 6,04 6,07 0,01 03225 0,784  0,1517 0,2152
L* 4931 48,49 4997 4961 4959 4936 49,11 0,30 10,1926 0,8486  0,4965 0,9682
Cor a* -3,08 -327 -345 -345 -338 -344 335 0,06 04234 08297 0,2218 0,1269
b* 1,72 1,38 1,41 1,06 1,48 1,52 084 021 0,7892 04124  0,3408 0,5436
Expressdo génica (UA)
CAT 0,281 0,050 0,020 0,036 0,043 0,036 0,026 002 00979 04301 0,6835 <0,0000
GPX 0,076 0305 028 0,235 0,322 0,344 0160 0,04 0,7757 0,1628 0,0838 0,1194
GSS 0,881 0,031 0032 0,03 0053 0,033 0013 005 0999 01378 0,1178 <0,0000
Anélise sensorial
Aroma 6,77 6,91 6,92 6,8 6,88 6,86 6,90 0,05 09269 055378  0,5522 0,4791
Textura 7,24 7,36 7,33 7,28 7,20 7,42 735 0,04 01261 0,7576  0,2266 0,5618
Sabor 6,89 7,13 7,03 7,05 7,02 7,06 705 0,05 09304 04668  0,9643 0,3379
Aceitacdo geral 6,93 7,18 7,12 7,00 7,04 7,16 710 0,05 0594 03191  0,6556 0,2820

#Racdo sem inclusdo de 6leo essencial.

g kg™ de dleo essencial de cravo nas ragoes.
“Dias de fornecimento das ragoes.

9Erro padrio da média.

éContraste entre tratamento controle e OEcl

Letras maiusculas indicam diferenca significativa (p<0,05) na linha para efeito de niveis.

Letras minasculas indicam diferenca significativa (p<0,05) na linha para efeito de periodo.
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Poder antioxidante (umol ET g%

Itens
DPPH® FRAP® ABTS!
Controle? 10,34 9,86 24,85
g kgt de OEcl
0,70 14,218" 14,60¢" 25,10°¢
1,05 14,748" 16,638" 28,008"
1,40 16,22~ 20,384 30,934
SEM® 0,57 0,98 0,67
Valor de p
Efeito < 0,000 < 0,000 < 0,000

* Difere (p< 0,05) em relacéo ao tratamento controle.
Letras mailsculas indicam diferenca significativa (p < 0,05) na coluna.

4Racdo sem inclusdo de dleo essencial.
b2,2-difeni|-1-picriI-hidrazil.
‘Ferric Reducing Ability Power.

dAcido 2,2"-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico).

°Erro padrdo da média.
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Tabela 4. Interacdo entre niveis de 6leo essencial de cravo nas ragdes e periodos de
fornecimento para tilapias do Nilo, antes do abate sobre o poder antioxidante nos filés
pelos ensaios DPPH e FRAP.

Periodos®

Niveis? Controle2  SEMf
15 45 60

DPPHP 18,61
0,70 15,6485 18,562 18,662 091
1,05 16,447 17,60°P 18,9944 ’
1,40 16,867 15,4585 16,8082

FRAP®C 4,65
0,70 4,558 4,748 4,418

* * 0,04

1,05 5,097 5,047 4,817
1,40 45580 4,528b 4,95A%

*Difere (p< 0,05) em relagéo ao tratamento controle.

Letras maiusculas indicam diferenca significativa (p<0,05) na coluna.
Letras minusculas indicam diferenga significativa (p<0,05) na linha.
4Racdo sem inclusdo de 6leo essencial.

b2,2-difeni|-1-picriI-hidrazil.

‘Ferric Reducing Ability Power.

dg kg™ de 6leo essencial de cravo nas ragoes.

®Dias de fornecimento das ra¢oes.

"Erro padrdo da média.
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Tabela 5. Interacdo entre niveis de Oleo essencial de cravo nas ragdes e periodos de
fornecimento para tilapias do Nilo sobre a oxidagdo lipidica (mg malonaldeido.kg™),

nos filés armazenados em expositor a 4 °C por 14 dias.

Periodo de Periodos®

_ Niveis® Controle®  SEMf
avaliacdo 15 45 60
Dial 0,030
0,70 0,032 0,03178 0,026
0,001
1,05 0,034 0,0328 0,032
1,40 0,031% 0,023% 0,032°
Dia 7 0,106
0,70 0,063~ 0,062" 0,061"
. . . 0,003
1,05 0,066 0,069 0,059
1,40 0,093Bb 0,067%" 0,072%
Dia 14 0,173
0,70 0,123% 0,1998b 0,1167"
. 0,005
1,05 0,134 0,168% 0,1528
1,40 0,105% 0,1482°  0,117AB®"

*Difere (p< 0,05) em relagéo ao tratamento controle.

Letras maiusculas indicam diferenca significativa (p<0,05) na coluna.
Letras minusculas indicam diferenga significativa (p<0,05) na linha.
4Racdo sem inclusdo de 6leo essencial.

bg kg de 6leo essencial de cravo nas rages.

Dias de fornecimento das ragoes.



Tabela 6. Faixa etaria dos consumidores da analise sensorial.
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Faixa etaria (anos) Total Men Women
<24 (%) 43,33 42,11 44,44
25-39 (%) 30,00 26,32 33,33
40-54(%) 10,83 12,28 9,52
>54 (%) 15,83 19,30 12,70
Total (%) 100 47,50 52,50
Total (n°) 120 57 63
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Tabela 7. Frequéncia de consumo de diferentes tipos de carnes pelos consumidores da

analise sensorial.

Né&o consome

1 vez por més

2 vezes ao més

1 vez por semana

2-4 vezes por semana

Mais de 4 vezes por semana

Bovino
2,50
0,83
0,83
6,67

60,00
29,17

Aves
1,67
2,50
8,33
27,50
44,17
15,83

Suino
6,67
20,83
24,17
33,33
12,50
2,50

Peixe
5,83
29,17
29,17
25,00
9,17
1,67

Ovino
53,33

40,83
3,33
1,67
0,00
0,83
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Tabela 8. Perfil dos consumidores em relagéo a compra de carne de peixe e informagéo

sobre 0s 0leos essenciais.

Perguntas

%

Aonde vocé compra seu peixe?

Como vocé prefere comprar o peixe?

Qual é o fator mais importante para vocé escolher o

peixe para comprar?

O Oleo essencial é um produto natural. VVocé compraria
um peixe que foi alimentado com esse produto?
Vocé pagaria mais caro por um peixe alimentado com

0leo essencial?

Peixaria
Supermercado
Pesque pague
Outros

Vivo
Resfriado
Congelado
Preco
Aparéncia
Frescor
Espécie

Sim

Né&o

Sim

Nao

21,77
58,33
9,17
10,00
15,00
48,33
36,67
6,67
41,67
14,17
36,67
87,50
12,50
55,83
44,17
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CONSIDERACOES FINAIS

A producdo aquicola no Brasil, apresentou crescimento significativo na ultima
década. As tilapias destacam-se entre as espécies produzidas no pais, apresentando um
pacote tecnoldgico desenvolvido e difundido, além de uma carne (filés) com sabor
neutro e muito bem aceita pelos consumidores.

Na tilapicultura, a nutricdo, sanidadade, manejo e melhoramento genético sao
linhas de pesquisa desenvolvidas no Brasil. Entretanto, novos desafios sdo enfrentados
diariamente pelos produtores e indUstria para atender as exigéncias do mercado. A
aparéncia do peixe foi o principal fator mencionado para compra pelos consumidores
(painel sensorial) neste trabalho, todavia, os produtores e a industria devem atender
outros fatores como prego, espécie e frescor.

Uma das linhas de pesquisa para melhorar a qualidade do pescado, neste caso o
filé de tilapia, é o emprego de substancias que inibem os processos que levam a reducéo
da qualidade por acdo fisioldgica, quimica e microbiolégica. Uma das propostas € o
emprego de antioxidantes diretamente nos filés, entretanto, algumas substancias
quimicas apresentam riscos ao consumidor e ao mesmo tempo alguns produtos naturais
alteram o odor e sabor do filé.

Conhecendo o poder antioxidante dos 6leos essenciais e sua limitacdo quando
aplicado diretamente no produto (filés), o objetivo do trabalho foi avaliar via
alimentacdo das tilapias. Oleo essencial de cravo e canela foram escolhidos para este
estudo por apresentarem maior poder antioxidante entre 20 Oleos essenciais
anteriormente estudados. Para isso, o trabalho foi realizado em duas etapas:
experimento em condic¢des controladas dividido em dois trabalhos sendo o 1° avaliando
os dois Oleos essenciais escolhidos (artigo 1) e o segundo avaliando o tempo de

fornecimento da racdo (dados ndo apresentados nesta tese). Na segunda etapa em
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condi¢cBes comerciais de producdo (tanque rede) avaliando niveis e periodos de
fornecimento do 6leo essencial de cravo (artigo 2).

Nas condi¢cbes em que os experimentos foram realizados e com base nos
resultados, pode-se concluir que o 6leo essencial de cravo apresenta boa eficiéncia
como agente antioxidante nos filés de tilapias, proporcionado por um periodo (15 dias)
curto de alimentagdo dos animais com a racdo suplementada (1,05 g.kg? de racéo).
Deve-se considerar o valor desse produto na racdo e seu impacto no produto final (custo
dos filés para o consumidor).

O aumento do poder antioxidante nos filés ndo foi observado, em outras
palavras, as substancias com atividade antioxidante, exemplo o eugenol, ndo foi
depositada nos mesmos, entretanto, foi observado menor oxidacdo lipidica que pode
estar relacionado ao menor estresse oxidativo observado com a andlise de expressdo
génica.

Concluindo que o 6leo essencial de cravo é uma alternativa para melhorar a
qualidade dos filés via alimentacdo das tilapias, sem prejudicar o desempenho dos
animais e aceitacdo sensorial. Em relacdo ao 6leo de canela, que apresentou agédo pro-

oxidante outros estudos devem ser realizados empregando doses menores.



