UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM AQUICULTURA

Virian Coradini Brutti

Suplementa¢io dietética de acido docosahexaenoico (DHA), via ALLTECH®
ADVANTAGE ALLPRO, para tilapia-do-nilo mantida em temperatura subo6tima fria

qualidade e vida de prateleira do filé

Florianopolis

2023



Virian Coradini Brutti

Suplementa¢io dietética de acido docosahexaenoico (DHA), via ALLTECH®
ADVANTAGE ALLPRO, para tilapia-do-nilo mantida em temperatura subdtima fria:

qualidade e vida de prateleira do filé

Dissertacdo submetida ao Programa de P6s-Graduacdo em
Aquicultura da Universidade Federal de Santa Catarina como
requisito paraa obtencdo do titulo de Mestra em Aquicultura.

Orientadora: Prof.(a) Dra. Débora Machado Fracalossi

Coorientadora: Prof.(a) Dra. Renata Dias de Mello Castanho
Amboni

Floriandpolis

2023



Ficha de identificagdo da obra elaborada pelo autor, através do Programa de Geragao
Automadtica da Biblioteca Universitaria da UFSC.

Brutti, Virian Coradini

Suplementacdo dietética de &cido docosahexaenoico (DHA), via
ALLTECH® ADVANTAGE ALLPRO, para tildpia-do-nilo mantida em
temperatura subdtima fria: qualidade e vida de prateleira do
filé / Virian Coradini Brutti ; orientador, Débora Machado
Fracalossi, coorientador, Renata Dias de Mello Castanho Amboni,
2023,

/8 p.

Dissertacdo (mestrado) - Universidade Federal de Santa
Catarina, Centro de Ciéncias Agrédrias, Programa de Pds-Graduacio
em Aguicultura, Floriandpolis, 2823.

Inclui referéncias.

1. Agquicultura. 2. DHA. 3. qualidade do filé. 4. tempo de
vida de prateleira. I. Fracalossi, Débora Machado . II. Amboni,
Renata Dias de Mello Castanho . III. Universidade Federal de
Santa Catarina. Programa de Pés-Graduacdo em Aguicultura. IV.
Titulo.




Virian Coradini Brutti

Suplementagio dietética de acido docosahexaenoico (DHA), via ALLTECH®
ADVANTAGE ALLPRO, para tilapia-do-nilo mantida em temperatura subdtima fria:
qualidade e vida de prateleira do filé

O presente trabalho em nivel de Mestrado foi avaliado e aprovado, em 28 de setembro de

2023, pela banca examinadora composta pelos seguintes membros:

Prof?. Débora Machado Fracalossi, Dra.

Universidade Federal de Santa Catarina

Prof?. Juliana Antunes Galvao, Dra.

Universidade de Sao Paulo, Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz

Prof. Felipe Nascimento Vieira, Dr.

Universidade Federal de Santa Catarina

Certificamos que esta ¢ a versao original e final do trabalho de conclusao que foi julgado
adequado para obtencao do titulo de Mestra em aquicultura pelo Programa de P6s-Graduagao

em Aquicultura.

Documento assinado digitalmente

Claudio Manoel Rodrigues de Melo

Data: 22/12/2023 08:58:08-0300

CPF: ***.708.806-"*

Verifique as assinaturas em https://v.ufsc.br

Documento assinado digitalmente

Debora Machado Fracalossi

Data: 21/12/2023 13:25:45-0300
CPF:*"*.348.610-*"

Verifique as assinaturas em https://v.ufsc.br

Prof.? Débora Machado Fracalossi, Dra.

Orientadora

Floriandpolis, 2023.



AGRADECIMENTOS

Sou imensamente agradecida aos meus amados pais, Gilvana Coradini e Onécimo
Brutti, a0 meu irmdo, Rovian Brutti a minha sobrinha e afilhada, Ana Clara Brutti, ao meu
noninho seu Vitalino Coradini e aos meus avos, in memoriam, Romilde Coradini, Angelo Brutti
e Vilma Brutti. Suas vidas importam, me protegem, encorajam ¢ me tornam uma mulher mais
forte. Obrigada pela educacdo, didlogos e ensinamentos, consagrando-me as conquistas morais
e conduzindo-me sempre a senda do bem. Agradego o apoio, incentivo, confianga, esforgos e
conselhos, reafirmando sempre o quanto a subida ¢ ingreme, mas os resultados compensadores.
Pelos seus exemplos de vida, me fazem perder o medo de arriscar e sempre tentar. Como ¢
grande o meu amor por voces!

Agradeco a minha orientadora Prof.? Débora M. Fracalossi, uma mulher incentivadora
para mim. Agradego por me atender sempre com muito carisma e atengdo, sendo exemplo para
lapidar meu carater e profissionalismo. Obrigada pela oportunidade e todas as contribuicdes
para a minha pesquisa.

Agradeco especialmente e imensamente a Renata O. Nobrega, por me acolher e sempre
estar pronta para me ajudar, sem medir esfor¢os, no presente estudo como em tudo. Obrigada
por me escutar € compreender nos momentos de desabafos e dificuldades. Tantos ensinamentos,
conversas, conhecimentos compartilhados, paciéncia e atengdo, os quais foram essenciais para
a conclusao do mestrado. Obrigada pela presteza, dedicagao, disponibilidade, agilidade e
competéncia, que muito contribuiram com o meu desenvolvimento. Vocé ¢ exemplo a ser
seguido. A ti, minha gratidao.

Agradeco especialmente e imensamente a iluminada amiga Katharinne 1. M. de
Carvalho, que me acompanhou e auxiliou na valida¢do das metodologias para as analises fisico-
quimicas. Companheira além do laboratorio, agradeco por todos os momentos convividos, com
quem somei alegrias, desabafei tormentos e dificuldades. Kathi sempre me ofereceu palavras
lindas e sabias de incentivos, paciéncia, ensinamentos, contribuicdes, me fazendo despertar
sabedoria, questionamentos, senso critico, me ensinando a ser mais forte ¢ me abragando.
Obrigada por estimular o raciocinio, a solidariedade, a justica e por fornecer espago a iniciativa
propria e autonomia. Gratiddo por fazer parte na minha historia, tive imenso prazer em te
conhecer nessa vida. Levarei sua lembranca por toda a minha vida. Te admiro por inteira.

Agradeco especialmente a Vitoria D. de Oliveira pela amizade, parceria, convivéncia,
paciéncia, pelos auxilios nos preparativos para a execucao do projeto e experimento. Agradeco

aos socorros nesta jornada nas vezes que me senti com dificuldades e confusa.



Agradeco especialmente a Maria F. O. da Silva pelo acolhimento, amizade, colaboragao
e disposicdo em compartilhar conhecimentos.

Agradeco ao Erlon A. G. Rocha, por toda a dedicagdo, colaboragdo, paciéncia na
producao das ragdes e filetagem dos peixes.

Agradecgo ao Rafael de S. Romaneli, por todas as contribuicdes com o planejamento do
experimento e analises estatisticas.

Aos amigos e companheiros do LABNUTRI: Luis F. Mussoi, Jodo H. da Silva, [sabella
Duarte, Bruna Ascoli, Jorge F. Banze, Rosana O. Batista. Obrigada pela dedicagao, ajudas na
execucao das atividades, sem vocés este trabalho nao seriam o mesmo.

Aos colegas e amigos do LAPAD, Vinicius Buratto, Luciano Weiss, Prof. Robson A.
Rodrigues, Renata Guereschi, Ronaldo Silva, Mauricio Machado, in memoriam Alessandro
Cesar, Jos¢é O. Junior, Winnicius Sa, Monica Alves, Edson Nascimento e Felipe Ouriques, pelo
convivio, contribui¢des e por sempre estarem dispostos e presentes para ajudar.

A professora Dr?. Renata Amboni pela co-orientagao.

A equipe do Laboratério de Frutas e Hortaligas (UFSC) que abriu as portas, auxiliando
no uso dos equipamentos e desenvolvimento de metodologias. Agradeco também a
contribuicdo das professoras Renata Amboni e Carlise Freire, além da aluna Nathdlia Lima,
pela colaboragdo com as analises fisico-quimicas e de textura.

Agradecimentos a professora Marilia Miotto e sua equipe do Laboratorio de
Microbiologia dos Alimentos (UFSC), pela parceria, disponibilidade, compreensao,
contribui¢des e colaboracdo para as analises microbioldgicas.

A todaminha equipe, de vinte e trés membros, a participagao de todos foi de extrema
importancia para a conclusao da minha pesquisa, obrigada por dedicarem seu tempo e pelas
avaliacoes.

Aos professores do programa de Pos-Graduagdo em Aquicultura da Universidade
Federal de Santa Catarina, com os quais tive a oportunidade e honra de estudar e aprender.

Ao Programa de Pds-Graduagdo em Aquicultura da UFSC e as pessoas com quem
convivi ao longo desses dois anos.

A empresa Alltech® pelo financiamento deste estudo.

Agradeco a CAPES pela bolsa de estudos para a realizagdo do mestrado.

A todas as pessoas que de alguma forma contribuiram para minha formacao durante
estes dois anos de estudo.

A todos, meu reconhecimento e aprego.

Muito obrigado!



Vocé esta exatamente onde precisa estar e estd
sendo preparado para a proxima etapa de sua
jornada. Portanto, antes de avangar,
transforme seu conhecimento em sabedoria e
agradecga por ser rodeado de pessoas boas e
competentes ao longo do caminho,
transmitindo seus conhecimentos e sabedorias.

Vocé pode, vocé é dedicado e capaz!



RESUMO

O consumo regular de peixe traz varios beneficios para a saide humana, dentre eles, fornecer
acidos graxos poli-insaturados da série n-3 (PUFA n-3). A tilapia-do-nilo ¢ a espécie mais
importante na aquicultura brasileira; entretanto, por ser uma espécie tropical de aguas
continentais, normalmente ndo ¢ fonte de PUFA n-3. Este estudo avaliou se a suplementacao
dietética doaditivo ALLPRO, rico em 4cido graxo docosaexaenoico (22:6n-3, DHA,com 126g
kg ! peso seco), por 30 dias a 22°C, ¢ suficiente para promover o acimulo de DHA no filé, sem
afetara qualidade e vida de prateleira de tilapia, em tamanho de abate. Foram formuladas duas
dietas isoenergéticas para atender as exigéncias nutricionais da tildpia-do-nilo: a primeira sem
qualquer fonte de PUFA n-3, a segunda, suplementada com 1,7% ALLPRO. Grupos de 52
tilapias com peso médio de 415,51 + 1,55g foram estocados em tanques de 1.000L, conectados
a um sistema derecirculacdo de agua, alimentadas de forma restrita (1 a 3% do peso vivo), duas
vezes ao dia, durante 30 dias. O delincamento experimental adotado foi casualizado,
distribuindo-se os dois tratamentos dietéticos (ALLPRO e CONTROLE) em cinco repetigoes
cada. Foram realizadas amostragens nos periodos 0, 10, 20 e 30 dias de alimentacdo, para
avaliar o perfil de acidos graxos no fil¢ dos peixes. Ao final do experimento, ocorreu a
insensibilizacdo dos peixes por hipotermia, seguido por filetagem, embalagem a vacuo ¢
armazenamento dos filés em temperatura de 4°C para avalia¢ao da qualidade da carne e tempo
de vida de prateleira. Os filés foram amostrados durante o periodo de 0, 4, 8, 12 e 16 dias de
armazenamento e realizadas as analises: microbiologicas, fisico-quimicas, cor, textura e
sensoriais. A suplementag¢do dietética com o aditivo ALLPRO por 30 dias, influenciou
positivamente o perfil de acidos graxos da série n-3 no fil¢, resultando em concentragao de 100
mg DHA 128,14 g'! peso umido, cumprindo as recomenda¢des da Autoridade Europeia para a
Seguranca dos Alimentos (EFSA) para prevengdo de risco cardiovascular para adultos (> 100
mg dia!). As amostras de filés armazenadas e refrigeradas a 4°C por 16 dias, atenderam a
legislacdo brasileira em termos microbioldgicos. As andlises fisico-quimicas mostram que o
frescor dos filés se manteve por aproximadamente 4 dias. Os parametros de coloragao dos filés
foram influenciados pelo tempo de armazenamento na musculatura branca dorsal, ventral ¢
vermelha central. Na musculatura vermelha central, os filés de peixes alimentados com dieta
ALLPRO apresentaram maior intensidade dacoloracdo amarela, aos 16 dias de armazenamento
diferindo daqueles que receberam dieta CONTROLE. Os atributos de textura (dureza,
mastigabilidade e resiliéncia) foram menores no filé dos peixes alimentados com a dieta
ALLPRO. Para analise sensorial, os parametros cor, odor e textura foram afetados pelo tempo
de armazenamento, sendo recomendado armazenar os filés até 4 dias a 4°C. Conclui-se que
suplementacdo dietética com aditivo ALLPRO por 30 dias, aumenta a concentracdo de DHA
no filé de tilapia-do-nilo, mantidas a temperatura 22°C, a niveis satisfatorios para o consumo
humano, sem afetar a qualidade e o tempo de vida de prateleira dos filés.

Palavras-chave: Aquicultura, DHA, qualidade do filé, tempo de vida de prateleira.



ABSTRACT

The regular consumption of fish brings several benefits to human health, among them,
supplying polyunsaturated fatty acids of the n-3 series (PUFA n-3). Nile tilapia is the most
important species in Brazilian aquaculture; however, as it is a tropical species from inland
waters, it is normally not a source of PUFA n-3. This study evaluated whether dietary
supplementation of the additive ALLPRO, rich in docosahexaenoic fatty acid (22:6n-3, DHA
with 126 g kg™ dry weight), for 30 days at 22°C, is sufficient to promote DHA accumulation
in the fillet, without affecting the quality and shelf life of tilapia at slaughter size. Two
isoenergetic diets were formulated to meet the nutritional requirements of Nile tilapia: the first,
without any source of PUFA n-3, the second, supplemented 1.7% ALLPRO. Groups of 52
tilapias with an average weight of 415.51 + 1.55g were stocked into 1,000L tanks, connected
to a water recirculation system, fed at 1 to 3% body weight, twice a day for 30 days. The
experimental design was completely randomized, and each dietary treatment (ALLPRO and
CONTROL) was distributed into five experimental units. Samplings were carried out at 0, 10,
20, and 30 days of feeding to evaluate the profile of fatty acids in fish fillets. Ao final do
experimento, ocorreu a insensibilizacdo dos peixes por hipotermia, followed by filleting,
vacuum packaging and storage of the fillets at 4°C to evaluate the meat quality and shelf life.
The fillets were sampled at 0, 4, 8, 12, and 16 days of storage, and the following analyzes were
carried out: microbiological, physical-chemical, color, texture, and sensory. Dietary
supplementation with the additive ALLPRO for 30 days positively influenced the n-3 fatty acid
profile in the fillet, resulting in concentration of 100 mg DHA 128.14 g-! wet weight, meeting
the recommendations of the European Authority for Food Safety (EFSA) for prevention of
cardiovascular risk for adults (> 100 mg day-'). Fillet samples stored and refrigerated at 4°C for
16 days complied with Brazilian legislation in microbiological terms. The physical-chemical
analyzes showed that the freshness of the fillets was maintained for approximately 4 days. Fillet
color parameters were influenced by storage time in dorsal, ventral white, and central red
musculature. In the central red muscle, fillets from fish fed the ALLPRO diet showed a greater
intensity of yellow coloration after 16 days of storage, differing from those that received
CONTROL diet. Texture attributes (hardness, chewiness, and resilience) were lower in fish
fillets fed ALLPRO diet. For sensory analysis, the color, odor, and texture parameters were
affected by the storage time, and the recommendation is to store the fillets for up to 4 days at
4°C. We concluded that feeding a diet supplemented with ALLPRO for 30 days increases the
DHA concentration in the Nile tilapia fillet, maintained at a temperature of 22°C, at satisfactory
levels for human consumption, without affecting the fillet quality or shelf life.

Keywords: Aquaculture, DHA, fillet quality, shelf life.
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1 INTRODUCAO GERAL

A aquicultura ¢ um dos segmentos da producao animal que se encontra em ascensao
mundialmente. A demanda por pescado cresce cada vez mais, devido ao seu alto valor nutritivo
e aumento da populacdo humana. Em 2020, a aquicultura mundial atingiu um recorde de 214
milhdes de toneladas, incluindo 178 milhdes de toneladas de animais aquaticos e 36 milhdes
toneladas de algas (FAO, 2022). A aquicultura tem superado a pesca extrativista no suprimento
de pescado para o consumo humano. Além disso, o consumo de pescado estd associado a
beneficios a sailde humana, por apresentar conteuido proteico com elevado valor biolégico e por
ser uma das poucas fontes de acidos graxos de cadeia longa da série n-3 (LC-PUFA n-3)
(Nascimento; Scalabrini, 2020; Rabaioli et al., 2022; Soares et al., 2016).

A tilapia-do-nilo, Oreochromis niloticus, ¢ uma das espécies mais produzidas
mundialmente. No ano de 2020, foram produzidos 4,4 milhdes de toneladas de tilapia-do-nilo,
superou a producao de carpa-comum, Cyprinus carpio, sendo a terceira espécie de peixe mais
produzida mundialmente (FAQO, 2022). Segundo a Associagdo Peixe-BR (PEIXE-BR, 2023) a
producao total de peixes da piscicultura brasileira foi de 860.355 t em 2022, sendo que esse
nimero representa um aumento de 2,3% em relacdo a producdo em 2021. A tilapia ¢ a espécie
mais produzidano pais, com 550.060 t despescadas em 2022, representando 63,93 % do total
da despesca nacional (PEIXE-BR, 2023). Esse crescente aumento da producao global de tilapia
¢ devido a caracteristicas favoraveis, tais como: crescimento rapido, facil reproducdo e
larvicultura, adaptagdo a altas densidades, existéncia de linhagens melhoradas, além de
facilidade na comercializacdo (Ng e Romano, 2013). A expansdo em sua producao resultou em

aumento constante nas taxas de consumo per capita nos ultimos anos (FAO, 2022).

1.1 PRODUCAO DE TILAPIA EM TEMPERATURAS SUBOTIMAS E RESPECTIVA
EXIGENCIA EM ACIDOS GRAXOS

A tilapia-do-nilo € uma espécie de clima tropical, com faixa de temperatura 6tima para
crescimento entre 26°C a 30°C, sendo 28°C, a ideal para crescimento maximo (Azaza et al.,
2008; Ma et al., 2015). No entanto, sua produgdo ¢ realizada na maior parte das regides
subtropicais do globo, em areas que enfrentam grande variacdo de temperatura durante o ano
(Nobrega et al., 2020). Este cenario ocorre na China, que ¢ o maior produtor de tilapia, bem
como em outros grandes paises produtores como Egito e Brasil (Nobrega et al., 2020). No

Brasil, esta situacao também acontece, ja que os estados com maior producao sao os das regides
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Sul e Sudeste, com o Parana na lideranga (187,800 t), seguido por Sao Paulo (77.300 t), Minas
Gerais (51.700 t) e Santa Catarina (42.500 t) (PEIXE-BR, 2023).

Em peixes, as flutuacdes térmicas causam estresse fisioldgico, afetam negativamente o
crescimento e desafiam sua imunidade. Com temperaturas abaixo do conforto térmico, ha
reducdo na taxa metabolica, o que prejudica o metabolismo geral dos peixes. Ha diminui¢ao no
consumo de racdo, eficiéncia alimentar e até sobrevivéncia (Sokolova, Lanning, 2008; Nobrega
et al.,2020). Entretanto, os peixes desenvolveram mecanismos adaptativos para manter a
homeostase fisioldgica em temperatura abaixo da zona de conforto (Weber; Bosworth, 2005).
Entre eles, o aumento no grau de insaturagdo dos acidos graxos que compdem os fosfolipidios
das membranas celulares, ¢ um dos principais (Turchini et al., 2009). Isso porque, quanto maior
o niamero de duplas ligagdes de um acido graxo, menor sera o seu ponto de fusdo, mantendo
assim a fluidez, permeabilidade e funcionalidade das membranas celulares, mesmo em baixas
temperaturas (Turchini; Keong; Tocher, 2010).

Uma alternativa para manter a produtividade da tilapia sob condi¢des de temperatura
subotima ¢ prover nutrigdo adequada a espécie (Charokarisa et al., 2005). A maioria das
exigéncias nutricionais datildpia ja sdo conhecidas (Furuya, 2010; Furuya et al., 2012, NRC,
2011); entretanto, ainda existem lacunas a serem respondidas quando os peixes sdo produzidos
em condigdes de baixas temperaturas. Estudos mostram que a composicao quimica do peixe
esta sujeita a variagdes sazonais e que alteragdes na sua composicdo em acidos graxos sao
influenciadas pela espécie per se, bem como pelo sexo e estagio de desenvolvimento, mas
também por uma série de fatores externos tais como dieta e temperatura (estagdo do ano e
localizagao geografica) (Rodrigues et al., 2017; De Souza et al., 2020).

Pesquisas realizadas nos ultimos anos pelo grupo de pesquisa do Laboratorio de
Nutrigdo de Espécies Aquicolas (LABNUTRI-UFSC), em condi¢des de temperatura subotima,
demonstram que a tildpia-do-nilo apresenta melhor desempenho zootécnico, incluindo
eficiéncia alimentar, quando alimentada com dietas contendo fontes de LC-PUFA n-3 (Corréa
et al., 2017, 2018; Nobrega et al., 2017, 2019). Além disso, o acumulo de 4cidos graxos de
cadeia longa (LC-PUFA) nos tecidos, tais como docosaexaenoico (DHA, 22:6n-3),
eicosapentaenoico (20:5n-3, EPA) e docosapentaenoico (22:5n-3, DPA), ¢ favorecido nestas
condicdes de temperatura e dieta, atingindo niveis de PUFA n-3/n-6 recomendados para o
consumo humano de 0,25 (Simopoulos, 2010). Acamulo corporal de MUFA, total de PUFA,
PUFAn-3 e n-6, EPA e DHA também foram demonstrados em temperaturas mais baixas e com
suplementacao dietéticas de fontes lipidicas ricas em PUFAS, em estudo recente com tilapia

(Ullah et al., 2022). Portanto, ha forte evidéncia na literatura sobre a exigéncia em acidos graxos
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LC-PUFA quando a tildpia ¢ submetida a condi¢des de temperatura subdtima. Entretanto, os
subprodutos de origem animal que apresentam em sua composicdo alta concentragdo de
PUFAs, incluindo os pescados, sdo mais susceptiveis a degradagao fisico-quimica e a alteragdes
que podem afetar sua aceitabilidade, tais como a oxidagao lipidica, gerando uma preocupagao
para a industria alimenticia (Apgar; Hultin, 1982; Contini et al., 2014; Pacheco-Aguilar et al.,
2000). Portanto, estudos sdo necessarios para avaliar como o valor nutricional e qualidade do
filé¢ de tilapia-do-nilo sdo afetados, quando a espécie € criada em condigdes de suplementagao

dietética de fontes de LC-PUFA n-3, em temperaturas subdtimas.

1.2 QUALIDADE NUTRICIONAL DO FILE DE TILAPIA E SAUDE HUMANA

O filé de tilapia-do-nilo rende aproximadamente 33% de carne e sua comercializagdo ¢
realizada quando os espécimes atingem um peso de 350 a 1.000 g, dependendo dos fins da sua
utilizagdo (Albuquerque ef al., 2004). E reconhecido por apresentar carne de cor branca, com
baixo teor de gordura, além de auséncia espinhos intramusculares, textura firme, consisténcia
fibrosa e suculenta, com sabor aprecidvel e grande aceitacdo no mercado (Fitzsimmons et al.,
2011; Monteiro et al., 2013). Entretanto, por ser uma espécie tropical e de dguas continentais,
a tilapia apresenta baixos teores de 4cidos graxos dasérie n-3, tais como o alfa-linolénico (a-
LNA, 18:3n-3) EPA e DHA, os quais sdo benéficos a saude humana (Justi et al., 2003).

Tradicionalmente, as fontes de LC-PUFA n-3 mais utilizadas sao produtos extraidos de
peixes, como farinha e 6leo de peixe. Porém, nos tltimos 20 anos a oferta global de farinha e
oleo de peixe, ricos em LC-PUFA n-3, permaneceu constante, enquanto a demanda por esses
produtos aumentou. O acesso limitado aos subprodutos pesqueiros e o alto custo dos
ingredientes marinhos, combinados com as crescentes demandas por sustentabilidade, levaram
a uma consideravel mudanca na composicdo da dieta dos peixes de criagdo (FAO, 2020).
Microrganismos heterotroficos marinhos, produzidos em massa por biotecnologia, tais como
Aurantiochytrium sp. e Schizochytrium sp., podem ser considerados como possiveis substitutos
do 6leo de peixe, por serem ricos em DHA.

Recentemente, Jorje e colaboradores (2022) relataram aumento na composigdo total de
PUFA n-3/n-6 ¢ DHA, sem alteracao na qualidade do fil¢, em tilapia-do-nilo na fase adulta,
quando alimentada com dieta suplementada com 3,0% de farinha de Schizochytrium sp. por um
periodo de 49 dias, em temperatura 6tima. Nobrega e colaboradores (2019) também haviam
relatado anteriormente aumento de DHA em juvenis detildpia-do-nilo alimentados com farinha

de Aurantiochytrium sp., em temperatura subotima. Entretanto, ainda ndo héa informagdes sobre
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a influéncia da suplementacao dietética com DHA, via aditivo alimentar a base de
Schizochytrium sp., em temperatura subdtima, sobre pardmetros de qualidade do filé de tilapia,
tais como suas caracteristicas fisico-quimicas, aceitacao sensorial e vida de prateleira, a fim de
verificar possiveis mudancas em seu padrao de qualidade.

O aditivo ADVANTAGE ALLPRO, comercializado pela ALLTECH® do Brasil, ¢ uma
importante fonte de DHA, contendo 126 g de DHA kg™! de produto, proveniente da farinha de
Schizochytrium sp. Sua suplementacdo dietética foi testada recentemente em juvenis de tilapia-
do-nilo, em experimento a campo, em Rio Negrinho, SC, durante os meses de abril a dezembro
(Lehmkuhl, 2023). Salienta-se que temperaturas subotimas de crescimento para a tilapia foram
registradas na grande maioria do periodo experimental. A suplementacio de ALLPRO
melhorou significativamente o desempenho dos peixes, sendo que o contetido corporal de DHA
aumentou 660%. Condigdes subotimas de temperatura sdo frequentes na criagdo de tilapia no
sul do Brasil - importante polo produtor da espécie — mas sdo favoraveis ao acimulo de DHA,
nutriente importante para a nutricado humana (Justi et al., 2003).

O DHA e EPA apresentam importantes fun¢des no organismo do corpo humano,
possuindo varios efeitos benéficos sobre a resposta imune e inflamatoria (Andrade; Carmo,
2006), mantendo a integridade de todas as células vivas e produzindo prostaglandinas, que
regulam processos corporais tais como a inflamagao e coagulacdo sanguinea. O DHA ¢ um
acido graxo estrutural do sistema nervoso e retina, que apresenta importante fun¢do desde o
desenvolvimento fetal até¢ a saude do idoso. Estes LC-PUFAs ndo podem ser sintetizados pelo
corpo humano e, portanto, devem ser ingeridos através da alimentacdo (Bali’c ef al., 2020). As
recomendacgdes para a ingestdao de um consumo humano diario de DHA variam globalmente
(Global Organization for EPA and DHA Omega-3, 2014), mas a grande maioria das diretrizes
alimentares sugere um consumo semanal de no minimo duas por¢des de peixe, as quais devem
conter acidos graxos altamente insaturados da série n-3 (Comissdo Europeia, 2020). A
Autoridade Europeia para a Seguranga dos Alimentos (European Food Safety Authority,
EFSA)recomenda que o consumo de EPA+DHA, para adultos, seja de 250 a 500 mg (EFSA,
2017).

Por fim, salienta-se a suplementacdo dietética de DHA em temperaturas subdtimas,
além de melhorar o desempenho da tilapia, pode favorecer o acimulo de um nutriente que
normalmente ¢ reduzido em pescado de dguas continentais e quentes, tal como a tilapia: o DHA.
Entretanto, a inclusdo de DHA na dieta pode alterar a qualidade da carne dos peixes € o proprio
crescimento, uma vez que o excesso desse nutriente leva a oxidagao e a inibicdo de processos

inflamatoérios necessarios ao desenvolvimento do animal (Li ef al., 2009; Nobrega et al., 2022).
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1.3 AVALIACAO DA QUALIDADE E VIDA DE PRATELEIRA DO FILE

Os produtos alimenticios sdo suscetiveis a diversos fatores que promovem altera¢des
na qualidade do produto final durante o tempo, no armazenamento. Designa-se tempo de
conservacao util aquele no qual a qualidade ¢ mantida para aceitabilidade ao consumo humano.
Determinar o tempo correto de conservagdo util deum alimento € importante para o seu sucesso
comercial (Stringer e Dennis, 2000). O maior problema para comercializacdo do pescado € o
tempo de vida de prateleira.

A condi¢do de armazenamento, o tempo e a temperatura sdo fatores essenciais para a
qualidade nutricional do pescado. Existem diferentes formas de comercializagdo do pescado
proveniente de tildpia, sendo as mais comuns: inteira sob armazenamento congelado ou
refrigerado e em filés congelados ou frescos, esses de preferéncia no mercado global (Boscolo
e Feiden, 2007; Sussel, 2013). A indicagdo dos estagios de em dias de vida de pratelira dos filés
armazenados refrigerados, proporciona resultados confiaveis para a medi¢ao da sua qualidade
(Sykes et al., 2009).

Uma vez que a temperatura em armazenamento refrigerado ¢ um fator importante para
o processo de qualidade do fil¢, o pescado devera ser mantido refrigerado ou imediatamente
congelado apos a captura. A refrigeragcao (entre -1°C e 8°C) ¢ uma importante ferramenta para
reduzir o calor do produto, desacelerando as reagdes fisico-quimicas, atividades enzimaticas,
intensificando sua vida de prateleira por dias ou semanas (Fellows, 2006; Freitas; Figueiredo,
2000). Também sao estudadas tecnologias de embalagem que sdo capazes de assegurar ou
estender o tempo de vida de prateleira (Sacharow; Griffin, 1980). Em armazenamento
refrigerado, a embalagem a vacuo garante que os produtos do pescado permanecam dentro das
condigdes ideais de consumo humano durante tempo de 8 a 15 dias (Jeyasekaran et al., 2004).
Mais especificamente, a reducao na temperatura de armazenamento ¢ embalagem a vacuo dos
filés podem reduzir a oxidacdo lipidica, diminuir a perda de 4gua, o crescimento de
microrganismos e retardar a deterioragdo fisico-quimica (Sacharow; Griffin, 1980).

A seguir serdo descritos em detalhe os pardmetros escolhidos para avaliar a qualidade
do filé de tilapia-do-nilo, apos abate e armazenamento, incluindo indicadores microbiolégicos,

fisico-quimicos, e aspectos sensoriais.
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1.3.1 PARAMETROS MICROBIOLOGICOS

Os procedimentos adotados desde a captura até a mesa do consumidor determinam a
qualidade microbioldgica do pescado. As condi¢des higi€nicos-sanitarias, qualidade da matéria
prima, a correta higienizagdo dos manipuladores, local de processamento, os métodos de
refrigeracdo, a embalagem, as condigdes do armazenamento e o transporte, sdo questdes de
higiene e seguranga que devem manter a extensao da vida de pratelira do alimento, manter a
qualidade sensorial, microbiologica e garantir a melhor conservacdo do produto (Bartolomeu
etal.,2011).

Para melhor conservagdo e qualidade do pescado, evitando o desenvolvimento de
microrganismos, recomenda-se manté-lo em baixas temperaturas. Psicrofilos e psicrotroficos
conseguem se multiplicar, lentamente em temperatura de zero grau. E, também, tem habilidade
de se multiplicar em temperatura de refrigeragdao. Juntamente com mesofilos aerdbios totais,
sdo bons indicadores de qualidade e processo e utilizados para estimar a vida de prateleira
(Costa, 2019; Zacharov; Halpern, 2007). O grupo das bactérias mesofilas ¢ constituido por
bactérias da familia Enterobacteriaceae, incluindo géneros como Streptococcus, entre outros.
Em destaque estdo as enterobactérias (Salmonella e Escherechia coli), principais causadoras de
infeccdes urindrias, intestinais e morte celular das hemacias, pois sdo capazes de produzir d&cido
latico (Ferrari et al., 2017). As bactérias mesofilas constituem a maior parte da microbiota
consideravel nos alimentos e sua contagem ¢ indicadora da qualidade higi€énico-sanitaria dos
alimentos (Silva et al., 2007).

Os psicotroficos Estafilococos coagulase positiva, Escherichia coli e Salmonella estao
entre as espécies bacterianas que compdem a microflora dos peixes (Guerrero-Legarreta, 2009).
Para peixes armazenados em condig¢des nao ideais, as bactérias gram-negativas fermentativas
entram em agdo e sdo responsaveis por causar deterioracdo do pescado (Ferreira Canas et al.,
2010; Hubbs (1991). Para avaliar a qualidade higi€nico-sanitaria dos alimentos e fornecer
informagdes quanto ao seu tempo de vida util de conservacao, ¢ realizada a Contagem Padrao
em Placa (CPP) dessas bactérias. Quando a contagem ¢ elevada, os alimentos nao sao indicados
ao consumo, indicando que ocorreu contaminagdo durante o processamento do alimento ou
realizado de forma incorreta (Ordofiez ef al., 2005).

A International Commissionon on Microbiological Specifications for Foods (ICMSF,
1986) preconiza como padrdo microbioldgico a contagem do grupo dos microrganismos
mesofilos maxima de 107 unidades formadoras de colénia (UFC) g'!. No Brasil, a Agéncia

Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)estabeleceu, através daInstrucdo Normativa IN N°
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161, DE 1° de julho de 2022, com os padrdes microbioldgicos para pescado refrigerado in
natura. Estes s3o a auséncia de Salmonella sp. em 25 g de amostra, contagem de Estafilococos

coagulase positiva menor que 1x10° g'! e, de Escherichia coli, menor que 1x10% g!.

1.3.2 ASPECTOS FISICO-QUIMICOS

A qualidade fisico-quimica e, consequentemente, higi€nico-sanitaria de produtos
carneos, vai depender das medidas adotadas desde a captura do animal até o momento do
consumo (Conceigdo; Gongalves, 2009). A qualidade do pescado depende de fatores exdgenos
(manejo de abate, manipulagcdo e conservac¢ao) e endogenos, que incluem principalmente as
caracteristicas fisico-quimicas do filé (Oetterer, 1998). Tais fatores podem promover a
deterioracdo e determinam atividade enzimatica no tecido e a¢do de microrganismos (Fogaga;
Sant’ana, 2009).

Os parametros de deterioragdo em peixes, influenciados pelas oxidagdes lipidicas e
crescimento microbiano, englobam o ciclo de reducdo das bases nitrogenadas e outras aminas
biogénicas em formas mais simples, deteriorando assim a qualidade de conservagao do produto
final (Sallam et al., 2007). Varios métodos fisico-quimicos sdo propostos para quantificar os
compostos resultantes da deterioragdo, em pescado. Sao eles: substancias reativas ao acido
tiobarbitirico (TBARS), bases nitrogenados volateis totais (BNV-T), trimetilamina (TMA),
pH, decomposi¢ao de ATP e producao de peroxidos. Tais medidas sao utilizadas para avaliar a
qualidade e vida de prateleira do pescado, atuando como principais responsaveis pelo odor e
sabor, além de indicar a deterioracdo bacteriana, determinando a qualidade do frescor
(Prabhakar et al., 2019, 2020; Peleg, 2016). O valor de TMA leva em consideragdo todos os
subprodutos formados durante o armazenamento e as mudangas que ocorrem no musculo do
peixe durante esse processo. O Regulamento de Inspe¢do Industrial dos Produtos com Origem
Animal (RIISPOA) determina a caracterizagdo do pescado fresco e aceitavel para consumo
humano, quando possui valores do nitrogénio de BNV-T menores que 30 mg de N 100 g'! de
tecido muscular (BRASIL, 2017).

Ja a composicao em acidos graxos livres, indica a atividade hidrolitica, representada
pela acdo das enzimas lipoliticas. Durante a hidrélise, os triacilglicerdis presentes no pescado,
estdo expostos a oxidacao lipidica. A oxidagdo lipidica ocorre também no musculo do peixe
devido a acdo da hemoglobina (Hb), ap6s ser oxidada. A presenga de 4cidos graxos insaturados
acelera esse processo de oxidacdo dos lipidios através da Hb desoxigenada, reduzindo os

valores depH (Ghaly et al.,2010). Logo, no post-mortem héa redugaono valor do pH no musculo
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do peixe (Huss, 1995). Tal reducao de pH provoca a desnaturacao parcial das proteinas no
musculo, devido a mudanca da carga das mesmas, o que interfere na capacidade de retengao de

agua, resultando em efeito negativo sobre a textura do muasculo (Huss, 1995).

1.3.2.1 Cor e Textura

As alteragdes microbioldgicas que ocorrem durantea degradagao, além das condigdes
de criacdo dos peixes e de armazenamento dos filés, podem provocar alteragdes da cor (Hallier
et al., 2007, Erikson; Misimi, 2008). De maneira geral, cada espécie de pescado apresenta uma
coloragao caracteristica no tecido muscular. Essas cores diversas estao diretamente relacionadas
a presenca de pigmentos naturais como carotenoides, hemoglobina, mioglobina, melanina,
entre outros. Esses pigmentos se apresentam instaveis e participam de reagdes. Logo, pode
ocorrer uma alteragdo na cor caracteristica que podeindicar possiveis alteragdes fisico-quimicas
decorrentes de processamento e/ou armazenamento (Maia, Ogawa, 1999; Ribeiro, Seravalli,
2007). Por exemplo, os carotenoides, que sdo lipossoluveis, sdo responsaveis por cores
amareladas a avermelhadas nos peixes. J4 a melanina € responséavel pela coloragdo escura nos
peixes. Esses pigmentos basicos podem se combinar entre si € com outros nutrientes como as
proteinas, resultando em cores escuras nos peixes que vao do azul a tons de verde (Ribeiro;
Seravalli, 2007). Muitos sdo os fatores que influenciam na cor, como o pH do musculo,
participacdo da metamioglobina redutase, oxidagdo lipidica, reacdes de consumo de oxigénio,
exposicao a luz e a temperatura, além do tempo de armazenamento. A oxidagao lipidica nos
estadgios iniciais, produz acimulo de hidroperéxido, produto primario da oxidagdo entre os
musculos brancos e escuros do peixe (Sohn et al., 2005). Além disso, outros fatores podem
influenciar a cor da carne: os intrinsecos ao animal (espécie, sexo, tipo de musculo, idade) bem
como os extrinsecos (alimentacdo, agentes estressores no abate) e post mortem (temperatura,
pH e regido anatdmica) (Zeola, 2002).

Ao avaliar a aparéncia do pescado, ¢ importante ter em conta a sua coloragdao
especifica, entre outros atributos especificos. Segundo Francis e Clydesdale (1975), a cor pode
ser avaliada: 1) por meio da visualizagao por um individuo, ou seja, percep¢ao sensorial; 2) por
meio da detec¢do da luz apds interacdo com um objeto, o observador analisa a cor em
"vermelho", "verde", "amarelo" e 3) por procedimento instrumental (colorimetro), sendo o mais
utilizado aquele que adota a escala de cor CIE L*a*b*. Este procedimento fornece informagdes
exatas para observagdo, com unidades matematicas adequadas para expressao da cor e do

padrao observador, produzindo resultados correlacionéveis com a analise sensorial. A escala de
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cor apresentada pelo método ¢ de 0 a 100. O valor de L*, referente a luminosidade, mais
proximo a 100 representa a uma perfeita reflexao, ja o 0 é o valor minimo, correspondendo ao
preto. Os eixos a* e b* ndo possuem valores numéricos limitantes especificos. O eixo a* varia
do vermelho (+a*) ao verde (-a*) e o eixo b* varia do amarelo (+b*) ao azul (-b*) (Jiménez,
Gutiérrez, 2001).

A textura do pescado pode ser monitorada sensorialmente. H4 também diferentes
técnicas para avaliar a textura do filé, as quais baseiam-se em principios reoldogicos como a
compressao, puncao e forga de corte. Com o auxilio de aparelho conhecido como texturometro,
¢ possivel realizar diferentes tipos de analise, sendo que os mais utilizados em peixes sdo o de
compressao e pungao. O teste decompressdao envolve duas compressoes, resultando uma analise
do perfil datextura a partir do grafico for¢a-tempo de cada compressdo para ilustrar o nivel de
recuperagdo de cada amostra (Sigurgisladottir et al., 1999). Ja o teste de pun¢do, por meio de
graficos de curvas do tipo forga-tempo, possibilita a medida de varias propriedades da textura
como a energia da curva obtida, a for¢a que provoca a ruptura e o declive (Barroso ef al., 1998).
Essas analises sdo conhecidas como andlise do perfil detextura(TPA), onde diferentes atributos
de medicao produzem uma variedade de resultados, que diferem em relagdo a sua qualidade,
sensibilidade e correlagdo com a avaliagdo sensorial, que ¢ de grande relevancia pela aceitacdo

dos consumidores (Bourne, 1978; Veland; Torrissen, 1999).

1.3.4 CARACTERISTICAS SENSORIAIS

Na analise sensorial utiliza-se a visao, olfato, odor, tato etc. para avaliar o frescor dos
peixes (Bernardo et al., 2020). Os sentidos presentes nos seres humanos, especialmente nos
especializados e treinados a consumir fil¢ de tildpia podem avaliar muito bem todas essas
caracteristicas sensoriais. Para cada descrigdo qualitativa é realizada uma conversao em
pontuagdo numérica, trazendo as informagdes sobre a qualidade sensorial do fil¢ (Dalgaard,
2000).

Ao determinar a qualidade dos filés de peixes, o frescor ¢ um dos aspectos mais
importantes (Grassi et al., 2022). Do ponto de vista do consumidor, o odor é o aspecto mais
importante, diretamente proporcional a frescura do pescado e, portanto, a propriedade mais
exigida. Existe uma relagdo entre o odor e textura e a frescura do pescado. Com o passar dos
dias apds o abate do pescado, os produtos volateis que resultam no odor desagradavel e na

alteracdo datextura durante a mastigag¢do, levam a uma menor preferéncia por parte da maioria

das pessoas. O tecido muscular pode conter bactérias aerdbias facultativas que produzem



24

amonia, sendo esta uma das principais razdes para a alteracdo no odor do pescado (Gorga;
Rosinvalli, 1988; Sikorski, 1990). Portanto, o filé deve apresentar um odor suave. Se for
mantido em gelo desde o abate, armazenado embalado e refrigerado ou congelado, conservara
seu odor por aproximadamente uma semana.

A firmeza do filé do pescado ¢ um importante indice de frescor, que estéd relacionada
a uma ampla gama de fatores, tais como genética, condi¢des de crescimento e método de abate.
Apos o abate, o filé apresenta musculo firme; entretanto, podera tornar-se “mole” devido a
degradacio autolitica natural, mesmo sendo conservado refrigerado ou congelado (Ozogul,
2010; Coppes-Preticorena, 2011). O amolecimento indica a deterioracdo ¢ depreciacdo das
propriedades do filé. Existem duas abordagens principais para medir a textura do pescado:
métodos instrumentais e avaliagdo sensorial (Periago et al., 2005; Ashton; Michie; Johnston,
2010).

Alteragdes na composi¢do lipidica da dieta dos peixes podem modificar sua
composi¢ao em acidos graxos, causando modificacdes na qualidade sensorial, caracteristicas
fisico-quimicas e/ou nutricionais do filé. A estagnacdao da captura de recursos pesqueiros € o
aumento do consumo de pescado pela populagdo diminuiram a oferta e, consequentemente o
custo da farinha e 6leo de peixes, tornando proibitivo seu uso em dietas para tilapia-do-nilo,
Portanto, fontes alternativas sustentaveis de LC-PUFA n-3, tais como as encontradas em
aditivos sustentaveis para suplementacdo em ragdes aquicolas, estdo sendo estudadas
atualmente apara melhorar o valor nutricional do pescado para consumo humano bem como
para promover o bem estar dos peixes. Ja foi demonstrado que a suplementacdo com o aditivo
ALLPRO, fonte de DHA, promove o crescimento ¢ eficiéncia alimentar de juvenis de tilapia-
do-nilo, em condi¢des de temperaturas subotimas (Lehmkuhl, 2023). Ja o foco destadissertagao
foi avaliar se tal suplementagdo, também em condigdes de temperatura subotima, mas por um
curto periodo de suplementagdo, afetara os parametros de qualidade do filé de tilapia-do-nilo,

incluindo aceitagao sensorial e vida de prateleira de armazenamento do filé refrigerado.
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2 OBJETIVOS

Objetivo geral
Avaliar se a suplementacdo dietética de DHA, via aditivo ALLPRO - por um curto
periodo de tempo e em temperatura subotima - promove seu acaimulo no filé de tilapia-do-nilo,

sem que ocorram alteragdes negativas no seu padrao de qualidade.

Objetivos especificos
- Determinar o tempo ideal de suplementagdao dietética com ALLPRO (10, 20 ou 30
dias) a 22°C para promover a incorporacdo de DHA no fil¢ de tilapia para o consumo humano.
- Determinar o tempo de vida de prateleira de filés resfriados de tilapia - quando
alimentada com dieta suplementada com ALLPRO, por 30 dias a 22°C - em relagdo a

parametros microbioldgicos, fisicos, quimicos e sensoriais.
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RESUMO

O consumo regular de peixe traz varios beneficios para a saide humana, dentre eles, fornecer
acidos graxos poli-insaturados da série n-3 (PUFA n-3). A tilapia-do-nilo ¢ a espécie mais
importante na aquicultura brasileira; entretanto, por ser uma espécie tropical de aguas
continentais, normalmente nao ¢ fonte de PUFA n-3. Este estudo avaliou se a suplementacao
dietética doaditivo ALLPRO, rico em acido graxo docosaexaenoico (22:6n-3, DHA,com 126g
kg ! peso seco), por 30 dias a 22°C, ¢ suficiente para promover o acimulo de DHA no filé, sem
afetara qualidade e vida de prateleira de tilapia, em tamanho de abate. Foram formuladas duas
dietas isoenergéticas para atender as exigéncias nutricionais da tildpia-do-nilo: a primeira sem
qualquer fonte de PUFA n-3, a segunda, suplementada com 1,7% ALLPRO. Grupos de 52
tilapias com peso médio de 415,51 + 1,55g foram estocados em tanques de 1.000L, conectados
a um ssistema derecirculacdo de agua, alimentadas de forma restrita (1 a 3% do peso vivo), duas
vezes ao dia, durante 30 dias. O delincamento experimental adotado foi casualizado,
distribuindo-se os dois tratamentos dietéticos (ALLPRO e CONTROLE) em cinco repetigdes
cada. Foram realizadas amostragens nos periodos 0, 10, 20 e 30 dias de alimentagdo, para
avaliar o perfil de acidos graxos no fil¢ dos peixes. Ao final do experimento, ocorreu a
insensibilizacdo dos peixes por hipotermia, seguido por filetagem, embalagem a vacuo e
armazenamento dos filés em temperatura de 4°C para avaliacdo da qualidade da carne e tempo
de vida de prateleira. Os filés foram amostrados durante o periodo de 0, 4, 8, 12 e 16 dias de
armazenamento e realizadas as analises: microbiologicas, fisico-quimicas, cor, textura e
sensoriais. A suplementagdo dietética com o aditivo ALLPRO por 30 dias, influenciou
positivamente o perfil de acidos graxos da série n-3 no fil¢, resultando em concentragao de 100
mg DHA 128,14 g'! peso umido, cumprindo as recomenda¢des da Autoridade Europeia para a
Seguranca dos Alimentos (EFSA) para prevengao de risco cardiovascular para adultos (> 100
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mg dia!). As amostras de filés armazenadas e refrigeradas a 4°C por 16 dias, atenderam a
legislagao brasileira em termos microbiologicos. As analises fisico-quimicas mostram que o
frescor dos filés se manteve por aproximadamente 4 dias. Os parametros de colora¢ao dos filés
foram influenciados pelo tempo de armazenamento na musculatura branca dorsal, ventral e
vermelha central. Na musculatura vermelha central, os filés de peixes alimentados com dieta
ALLPRO apresentaram maior intensidade dacoloragdo amarela, aos 16 dias de armazenamento
diferindo daqueles que receberam dieta CONTROLE. Os atributos de textura (dureza,
mastigabilidade e resiliéncia) foram menores no filé dos peixes alimentados com a dieta
ALLPRO. Para analise sensorial, os parametros cor, odor e textura foram afetados pelo tempo
de armazenamento, sendo recomendado armazenar os filés até 4 dias a 4°C. Conclui-se que
suplementacao dietética com aditivo ALLPRO por 30 dias, aumenta a concentracdo de DHA
no filé de tilapia-do-nilo, mantidas a temperatura 22°C, a niveis satisfatorios para o consumo
humano, sem afetar a qualidade e o tempo de vida de prateleira dos filés.

3.1 INTRODUCAO

O filé de pescado destaca-se por ser constituido por varios grupos de proteinas e
aminoacidos de alto valor biologico (Oetterer, Regitano-d’Arce; Spoto, 2006). O pescado
marinho, por sua vez, representa uma importante fonte de acidos graxos poli-insaturados
(PUFA) (Moretto et al., 2002), tais como o acido alfa-linolénico (a-LNA, 18:30 n-3), EPA ¢
DHA, que pertencem a série n-3. Estes acidos graxos essenciais desempenham um papel
importante no metabolismo e, consequentemente, na saude humana (Duarte ef al., 2021). Ha
variacdes nas recomendagdes para a ingestao diaria destes acidos graxos (Global Organization
for EPA and DHA Omega-3, 2014), mas a grande maioria das diretrizes alimentares sugere um
consumo semanal de, no minimo, duas por¢des de peixes ricos em acidos graxos poli-
insaturados de cadeia longa da série n-3 (LC-PUFA n-3), para a populagao em geral (Comissao
Europeia, 2020). A Autoridade Europeia para a Seguranga dos Alimentos (EFSA) recomenda
que o consumo diario de acido eicosapentaenoico (EPA, 20:5 n-3), juntamente com o de acido
docosahexaenoico (DHA, 22:6 n-3), seja de 250 a 500 mg (EFSA, 2017).

A tilapia-do-nilo, Oreochromis niloticus, ¢ a terceira espécie de peixe mais produzida
pela aquicultura mundial (FAO, 2022) e a mais importante na aquicultura brasileira, promissora
como importante fonte denutrientes para a alimentagdo humana. Embora naturalmente nao seja
considerada uma fonte de acidos graxos essenciais dasérie n-3, benéficos a saide humana (Vila
Nova; Godoy; Aldrigue, 2005; Souza et al., 2005), seu fil¢ pode se tornar uma fonte destes
acidos graxos em condigdes especiais de nutricao e temperatura de criagao.

A faixa ideal de temperatura para a producao de tilapia-do-nilo € de 26 a 30°C (Azaza
et al., 2008; Ma et al., 2015). Entretanto, apesar de ser uma espécie tropical, sua producgdo

abrange areas com clima subtropical, caracterizadas por variagdes de temperatura consideraveis
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durante o ano (Nobrega et al., 2020). Assim, ¢ necessario estudar dietas que promovam o
crescimento em tais condigdes. Estudos relatam melhora no crescimento a 22°C quando a
tilapia-do-nilo ¢ suplementada com fontes dietéticas de LC-PUFA n-3 (Correa et al., 2017,
2018; Nobrega et al., 2019). Além de melhorar o crescimento, também hé& maior acimulo
corporal de LC-PUFA n-3 - desde que estejam presentes na dieta - ja que este ¢ um mecanismo
adaptativo para melhorar o funcionamento das membranas em organismos ectotérmicos, como
os peixes. Desta forma, a tilapia, quando criada em temperaturas subotimas, poderia se tornar
uma fonte de LC-PUFA n-3 para a dieta humana, o que aumentaria o seu valor de mercado.
Entretanto, o acimulo de LC-PUFA n-3 no filé, via ragdo, pode alterar a qualidade da carne da
tilapia, devido a alta susceptibilidade destes a oxidagado (L1 et al., 2009). Portanto, ¢ necessario
avaliar a influéncia da sua suplementacdo na dieta sobre pardmetros de qualidade e vida de
prateleira no filé de tildpia, bem como de sua aceitacdo sensorial, a fim de verificar possiveis
mudangas em seu padrao de qualidade.

As principais fontes de DHA em dietas aquicolas sdo a farinha e o 6leo de peixe
marinho, geralmente oriundos dapesca extrativa, ambos com alto pre¢o e demandade mercado.
Desta forma, estudos buscam a substituicdo destes insumos por fontes sustentaveis (Turchini et
al., 2009). Algumas espécies de microrganismos heterotréficos marinhos se apresentam como
alternativa interessante, pois sdo produtores primarios de LC-PUFA n-3 (Sprague et al., 2015).
Por exemplo, a farinha produzida com a biomassa de Auranthiochytrium sp. se mostrou
adequadacomo fontede DHA para o tilapia-do-nilo tantoa 28°C (Fernandes et al., 2018), como
a 22°C (Nobrega et al., 2019), quando fornecida por 57 e 87 dias, respectivamente.
Recentemente, foi relatado que a suplementacdo dietética com 3,0% de farinha de
Schizochytrium sp. por um periodo de 49 dias a 28°C resultou em aumento na concentracao de
DHA e no total de acidos graxos no fil¢ de tildpia-do-nilo, sem alterar a cor, textura e pH do
produto (Jorje ef al., 2022). Entretanto, ainda ndo ¢ conhecido qual o tempo minimo necessario
de suplementacdo dietética, em condi¢cdes de temperatura subodtima, para atingir os niveis
recomendados de DHA no filé de tilapia para consumo humano.

O aditivo ADVANTAGE ALLPRO (Alltech® do Brasil) é uma fonte de DHA
proveniente de Schizochytrium sp. e pode ser utilizado em dietas para peixes. Um entrave a
utilizagdo de aditivos nas dietas € o seu alto custo (Watters et al., 2013) e uma possivel solu¢ao
para este problema seria a suplementacdo por um tempo curto, suficiente para promover
deposicao adequada de DHA no filé. Portanto, o presente estudo foi planejado para avaliar se

o aditivo ALLPRO afetara os parametros de qualidade do filé de tilapia-do-nilo e sua vida de
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prateleira, quando suplementado na ragao por um curto periodo, mas em temperatura subdtima

de 22°C.

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Dietas experimentais

ALLPRO (Alltech Agroindustrial do Brasil Ltda)¢ um aditivo alimentar, fonte de
DHA (126 g kg do peso seco) e nucleotideos (5 g kg! do peso seco) (Tabela 1), para uso em
alimenta¢do animal. Duas dietas isonitrogenadas e isoenergéticas denominadas CONTROLE e
ALLPRO, com 32% deproteina bruta, foram formuladas para atender as exigéncias nutricionais
da tildpia-do-nilo (NRC, 2011) (Tabela 2). A dieta CONTROLE, foi formulada com
ingredientes desprovidos de PUFA n-3 e a dieta ALLPRO foi suplementada com 1,7% do
aditivo alimentar. Este nivel de suplementacdo foi adotado com base em estudo anterior
realizados por Nobrega et al. (2019), onde a concentra¢do de 0,20 g DHA 100 g'! do peso seco
da dieta melhorou significativamente o crescimento de juvenis de tilapia-do nilo, a 22°C. As
dietas foram distribuidas aleatoriamente nas unidades experimentais, resultando em dois
tratamentos dietéticos com cinco repeti¢des, em delineamento inteiramente casualizado.

O 6leo de milho foi utilizado na formulagdo da dieta CONTROLE para manter uma
propor¢ao semelhante do total de PUFAs e extrato etéreo entre as dietas. Para manter a
composicao dos demais nutrientes similar em ambas as dietas, o aditivo ALLPRO foi
substituido pelo 6leo demilho. Foram mantidas semelhantes as propor¢des do acido graxo alfa-
linolénico (a-LNA), dos acidos graxos saturados (SFA), dos acidos graxos monoinsaturados
(MUFA) edos PUFA entre as dietas. A relagdo n-3:n-6 variou um pouco entre as dietas devido

as caracteristicas dos ingredientes (Tabela 2).
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Tabela 1. Composicao do aditivo Allpro, rico em acido docosahexaenoico (DHA, 22:6 n-3).

Composicao % da matéria seca
Energia bruta, kcal kg"! 3680
Matéria seca 99,84
Proteina bruta 6,78
Extrato etéreo 28,63
Matéria mineral 39,39
Acido palmitico (16:0) 33,67
Acido docosahexaenoico, DHA (22:6 n-3) 12,6

Nucleotideos 0,5
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Tabela 2. Formulagdo e composi¢cdo das dietas experimentais.

Ingredientes 2, g 100 g -1 matéria seca CONTROLE ALLPRO
Farinha de visceras de aves 23,1 23,1
Farelo de soja 32,84 32,84
Milho 41,7 40,5
Oleo de milho 0,50 0,00
BHT 0,10 0,10
ALLPRO? 0,00 1,70
Fosfato bicalcico 0,60 0,60
DL-Metionina 0,26 0,26
L-Treonina 0,20 0,20
Cloreto de colina 0,10 0,10
Mistura vitaminica e mineral © 0,60 0,60

Composicao, g 100 g -1 matéria seca

Matéria seca 91,93 90,73
Proteina 35,44 35,22
Extrato etéreo 6,57 6,79
Energia (kcal kg!) 4.599 4.648
Cinzas 9,32 10,01
PAL (C16:0) ¢ 1,06 1,09
OLA (C18:1 n-9) 1,73 1,52
LOA (C18:2 n-6) 1,72 1,48
a-LNA (C18:3 n-3) 0,02 0,02
C22:4 n-6 ND 0,07
DPA (C22:5n-3) ND 0,01
DHA (C22:6 n-3) ND 0,22
>SFA ¢ 1,12 1,15
> MUFA 2,06 1,84
> PUFA 1,75 1,80
>PUFA n6 1,73 1,56
> PUFA n3 0,02 0,25
n3/n6 0,01 0,16

 Farelo de soja, farelo de trigo e milho adquiridos na Cravil (Rio do Sul, Santa Catarina, Brasil). A farinhade visceras de aves, 60% proteina
bruta, produzida por Ossotuba Ltda. (Tubardo, Santa Catarina, Brasil). Oleo de milho adquirido da distribuidora Suavit, sendo produzido por
Cocamar Cooperativa Agroindustrial (Brasil).

®ALLTECH® ADVANTAGE ALLPRO, produzido por Alltech do Brasil Agroindustrial Ltda (Maringa, PR).

“Premix vitaminico-mineral linha Aqua(ROVIMIX 2030), composigdo por kg de produto: vit. (vitamina) A 1.000.000 UL, vit. Ds 500.000
UL, vit. E20.000 UL, vit. K3 500 mg, vit. B; 500 mg, vit. B, 1.750mg, vit. B¢ 1.125 mg, vit. By, 3.750 mg, niacina 5.000 mg, pantotenato de
calcio 5.000mg, acido folico 250 mg, biotina50 mg, ferro 13,75 g, cobre 2.000 mg, manganés 3.750 mg, zinco 25 g, cobalto 25 mg, iodo
100 mg, selénio 75 mg.

dAcidos graxos: PAL = 4cido palmitoleico, OLA = acido oleico, LOA = 4cido linoleico, a-LNA = 4cido alfa-linolénico, DHA = écido
docosaexaenoico. Acidos graxos detectados e totalizados, mas néo incluidos na tabela: C8:0, C14:0,C15:0, C16:0, C16:1n-7, C17:0, C17:1
n-7, C:18:0, C18:1 n-7, C20:0, C20:1 n-9, C20:2 n-6, C22:0; C22:1 n-9, C20:5 n-3, C24:1 n-9, C22:4 n-6.

¢ Grupos de 4cidos graxos: SFA = acidos graxos saturados, MUFA = acidos graxos monoinsaturados, PUFA = acidos graxos poli-insaturados,
LC-PUFA = PUFA de cadeia longa (com 20 e 22 carbonos).
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Antesda preparagdo dasdietas, todos os ingredientes foram analisados para determinar
sua composicao proximal, perfil de dcidos graxos e conteudo energético. Os perfis de acidos
graxos das dietas experimentais foram determinados no inicio e no final do experimento para
garantir que ndo houvesse perdas devido a oxidagdo dos acidos graxos, durante o periodo
experimental.

Para confec¢do das dietas experimentais, os ingredientes foram moidos em moinho de
martelo com peneira de 0,6 mm. Em seguida, foram pesados em balanga semi-analitica,
misturados e homogeneizados, conforme as respectivas formulagdes. Apds este processo, a
umidade foi ajustada para 25%, para que a mistura fosse processada em extrusora de parafuso
simples Modelo MX40 (Inbramaq, Ribeirdo Preto, SP, Brasil). Apos a extrusdo, as racoes
foram secas em estufa de ventilagdo forcada, por aproximadamente 3 h, até atingir umidade de
8 a 10%. Péletes de 5 mm foram obtidos no final do processo.

Depois de secas, as dietas foram embaladas e armazenadas em recipientes
hermeticamente fechados, protegidos da luz e mantidos em ambiente refrigerado a -20°C para

evitar a oxidagdo dos acidos graxos.

3.2.2 Peixes, aclimatacio e procedimento experimental

Foram utilizados 530 adultos de tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus) da linhagem
GIFT, invertidos sexualmente para macho, adquiridos de uma piscicultura comercial
Aquacultura Nildtica (Timbo, Santa Catarina, Brasil). O manejo dos peixes seguiu o protocolo
n° 9772210922, aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal
de Santa Catarina (CEUA, UFSC). Para a realizacdo dos testes sensoriais nos filés, o projeto
seguiu o parecer n° 5.669.833, aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos
da UFSC, reconhecido pela Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP/MS).

Os peixes foram aclimatados as condi¢des experimentais por cinco meses (6,00 a
415,51 g), sendo alimentados com dietas similares a dieta CONTROLE (Tabela 2), sem a
adicao doaditivo ALLPRO, para garantir que nao receberiam fontes dietéticas de dcidos graxos
dasérie n-3, passiveis de acumulacdo no filé. A concentragdo proteica da dieta de aclimatagdo
foi ajustada de 40% para 36% e 34%, conforme o crescimento dos peixes. Neste periodo, os
peixes foram alimentados duas vezes ao dia (09:00 h e 16:00 h) de forma restrita (3 a 10% do
peso vivo). Foram realizadas biometrias parciais durante o periodo deaclimatagdo para o ajuste

da taxa de arracoamento.
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Foram distribuidos aleatoriamente grupos de 52 peixes, com peso médio de 415,51 g
+ 1,55, em 10 tanques-rede circulares de 1000 L, conectados a um sistema de recirculagdo
fechado de 4gua doce, com controle de temperatura a 28°C, aeragdo, filtragem mecanica e
biologica. A temperatura da agua foi entdo progressivamente reduzida de 28°C a 22°C, com
reducao de 1°C por dia.

Durante o ensaio alimentar de 30 dias, o arragoamento dos peixes foi realizado duas
vezes ao dia (09:00 h e 16:00 h) de forma restrita (1,9% do peso vivo), com as dietas
experimentais CONTROLE e ALLPRO (Tabela 2). Diariamente, o consumo alimentar foi
monitorado e registrado. O fotoperiodo foi ajustado para 12 h e a temperatura e o oxigénio
dissolvido, foram monitorados diariamente, resultando nas médias 21,68 £0,76°C e 7,81 £ 0,53
mg L-!, respectivamente. As demais varidveis indicadoras da qualidade da 4dgua foram
monitoradas semanalmente, resultando nas seguintes médias: saturacdo de oxigénio 92,27 +
1,82, pH 7,12 + 0,61, alcalinidade 47,51 = 11,31 mg L-1, salinidade 1,29 + 0,34 g L-! de NaCl
(sal refinado sem iodo), aménia total 0,30 + 0,29 mg L-!, nitrito 0,04 + 0,02 mg L-! e nitrato
2,38 + 0,78 mg L-!. Tais variaveis de qualidade de 4gua, com exce¢do da temperatura,
permaneceram na faixa indicada para a criacdo de tilapia-do-nilo (El-Sayed, 2020) e nao

diferiram significativamente entre as unidades experimentais.

3.2.3 Coleta amostral

No inicio e final do periodo experimental, que durou 30 dias, os peixes foram pesados
individualmente (precisao de 0,01 g). Antes da pesagem, os peixes foram submetidos a jejum
de 24 h e anestesiados com 200 mg L-! Eugenol®.

Para a analise proximal corporal, trés grupos de trés peixes foram amostrados no inicio
do experimento e trés peixes, por unidade experimental (tanque de 1000 L), foram amostrados
no final do experimento. Tais amostras de peixes foram moidas, homogeneizadas e
armazenadas a -20°C at€ analise.

Para as andlises de perfil de 4cidos graxos, no inicio do ensaio alimentar, foram
amostrados dois peixes por unidade experimental, para a obtengdo de quatro filés. Apos 10, 20
e 30 dias defornecimento das dietas, foram também realizadas tais amostragens. Antes detodas
as amostragens, os peixes foram mantidos em jejum por 24 h, eutanasiados por overdose (200
mg L) do anestésico Eugenol®, seguido de seccdo da coluna vertebral. Os filés foram

liofilizad os, homogeneizados e armazenados a -20°C até as andlises.
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Apos a finalizacdo do periodo experimental, os peixes destinados a avaliacao da vida
de prateleira (517,14 £ 7,78; peso médio e desvio padrdo), foram insensibilizados por
hipotermia, em agua com gelo, na propor¢ao 1:1 (dgua:gelo; = 1 °C). Em cada exemplar de
peixe foi realizada a sangria através de corte nas branquias, sendo o exemplar eviscerado e
filetado manualmente. A filetagem foi executada com o auxilio de uma faca, sendo realizada
por trés colaboradores treinados, seguindo um cronograma a fim de maximizar as condigdes
higiénicas do produto final (Figura 1). As amostras de filés de tildpia foram embaladas a vacuo
em sacos de polietileno, identificadas e em seguida armazenadas refrigeradas a 4°C para a
realizagdo das andlises de vida de prateleira — incluindo analises fisicas, quimicas,

microbioldgicas e de aceitabilidade sensorial — nos dias 0, 4, 8, 12 e 16 apos o abate.

Figura 1. Fluxograma das condi¢gdes de manipulacio do pescado apds o abate: controle

higi€nico-sanitario, embalagem e armazenamento pos-despesa.

SANGRIA ‘

LAVAGEM AGUA DA TORNEIRA ‘

REMOCAO DAS VISCERAS \

REMOCAO DAS BRANQUIAS \

LAVAGEM AGUA DA TORNEIRA

FILLETAGEM

LAVAGEM COM AGUA CLORADA

EMBALADO A VACUO \

ARMAZENADO SOB REFRIGERACAO A
4°C

Para as andlises microbiologicas, incluindo as contagens totais de coliformes e
mesofilos, foram utilizadas amostras de um filé por unidade experimental, em triplicata, para
cada tempo avaliado (0, 4, 8, 12 ¢ 16 dias). Ja para as andlises de Estafilococos coagulase

positiva, Salmonella sp. e de contagem e coliformes totais, foram utilizadas amostras de um filé
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por unidade experimental, em triplicata para o tempo inicial e final de armazenamento (0 ¢ 16
dias).

Para as analises fisico-quimicas foram utilizadas amostras de um filé por unidade
experimental, em triplicata, para cada tempo de vida de prateleira avaliado (0, 4, 8, 12 ¢ 16
dias). Ja para as andlises de cor, textura e para as para as analises sensoriais, foram utilizadas

amostras de oito filés por unidade experimental, em quintuplicata.

3.2.4 Composicao lipidica e perfil de acidos graxos dos filés no inicio e apos 10, 20 e 30

dias de suplementacio dietética

As amostras de ingredientes, ragdes e filés foram moidas e homogeneizadas antes das
andlises. A analise da composi¢do centesimal seguiu as normas da Association of Official
Analytical Chemists (AOAC, 1999) e foram avaliados: umidade (secagem em estufa a 105°C
até peso constante, método 950.01); extrato etéreo (Soxhlet, método 920.39C); cinzas
(incineragdo em mufla a 550°C, método 942.05) e proteina bruta foi determinada pelo
equipamento Leco FP-528 LC usando o método Dumas (método 990.03). As analises de perfil
de acidos graxos foram realizadas por cromatografia gasosa. Brevemente, as amostras de
lipidios foram extraidas a frio e quantificadas pelo método de Bligh & Dryer (1959). Os acidos
graxos foram esterificados usando o método de O'Fallon et al. (2007) e separados por um
cromatografo gasoso (Agilent 7890B, Santa Clara, Califérnia, EUA) com um detector FID,
usando uma coluna capilar CP7487 (CP-Sil 88 para FAME - 60 m, 0,25 mm, 0,20 pm, 7-in.
cage). As condicdes cromatograficas foram: temperatura do detector 300°C; temperatura do
injetor 240°C; temperatura inicial da coluna 120°C por 10 min, programada para aumentar a
uma taxa de 3°C min™! até 186°C, mantida por 5 min e depois aumentada novamente a 3°C min-
I, atéa temperatura final de 231°C. O hélio foi o gas portador, com um fluxo de coluna de 2,5
mL min! e a injecdo foi realizada no modo split (1:40). Os acidos graxos foram identificados
com base no tempo de retencao de dois padroes, MIX 37 (37 Component FAME Mix e PUFA
n°3) e 6leo menhaden (SUPELCO, Bellefont, Pensilvania, EUA). As concentragdes de acidos
graxos nas amostras foram calculadas de acordo com Joseph e Ackman (1992), utilizando como

padrao interno 23:0 (4acido tricosanoico, Sigma, Saint Louis, Missouri, EUA).
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3.2.5 Analises de vida de prateleira

3.2.5.1 Analises microbiologicas

As analises microbiologicas de contagem de Escherichia coli, Estafilococos coagulase
positiva, Salmonella spp. foram realizadas em atendimento a IN N° 161, de 1° de julho de 2022
(BRASIL, 2022) que estabelece os padrdoes microbiologicos dos alimentos no Brasil. Em
conjunto, a contagem total de mesoéfilos e de psicotroficos foram realizadas para acompanhar a
vida de prateleira do produto. Para as andlises de E. coli, Estafilococos coagulase positiva e
Sallmonella, foram realizadas no dia inicial (dia 0) e final (dia 16) dos filés armazenados
refrigerados a 4°C. A contagem de mesofilos e psicrotréficos foram realizadas nos dias 0, 4, 8,
12 e 16.

Em cada um dos intervalos de tempo determinados, uma amostra de fil¢, sendo uma de
cada tratamento CONTROLE e ALLPRO foram coletadas. Assepticamente, as amostras de
filés foram abertas com auxilio de pinga e bisturi estéril e 25 g de cada amostra foi transferido
para saco estéril para realizagdo das diluicdes e condugdo das andlises.

A enumeragdo de E. coli foirealizada de acordocom o métodoISO 16649-3:2015 (ISO,
2015). A partir dos 25 g de amostra, foram realizadas diluigdes decimais seriadas e inoculadas
em placas com agar tryptone bile glucuronide (TBX) e incubou-se em uma temperatura de 44
+ 1°C por 22 + 2horas. Apos incubagdo, realizou-se a leitura das placas, o crescimento de
colonias com tom de azul claro ou azul-esverdeado ¢ considerado positivo para E. coli -
glucuronidase positiva.

A enumeracdo de Estafilococos coagulase positiva, foi realizada de acordo com o
método ISO: 6888-1:2019. A analise foi realizada partindo das diluigdes 10-1, 10-2 e 10-3, com
o auxilio de uma pipeta esterilizada, transferiu-se 0,1 mL de cada dilui¢do para placas de Petri
contendo Agar Baird-Parker (BP) e depois espalhou-se o indculo por toda a superficie do Agar
BP utilizando-se a técnica de semeadura em superficie ou Spread plate. As placas foram
incubadas, invertidas, em estufa a 35°C por 48 horas. Apds incubagdo, as colonias tipicas
(negras, brilhantes, com anel opaco, rodeado por um halo claro transparente, destacando-se
sobre a opacidade do meio) foram contadas para célculo do nimero de unidades formadoras de
colonias (UFC) por grama do alimento. A confirmacdo de coagulase foi realizada através do
uso de plasma de coelho liofilizado.

Para deteccao de Salmonella spp, seguiu-se o método VIDAS 48h AOAC Official
Method 2011.03. 21th Edition, 2019. O sistema automatizado MINI - VIDAS Salmonella

(SLM) Biomeriéux® ¢ um ensaio imunoenzimatico que permite a detec¢do de antigenos de
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Salmonella pelo método Enzyme Linked Fluorescent Assay (ELFA). O resultado foi expresso
como auséncia ou presenca de Salmonella spp. em 25 g de amostra.

A contagem de mesofilos aerdbios foirealizada deacordo coma ISO4833-1:2015 (ISO,
2015). Diluigdes decimais seriadas foram inoculadas, através da técnica pour plate em placas
de petry estéreis com posterior adi¢ao de aproximadamente 15 mL de agar PCA, previamente
fundido e resfriado. As placas foram incubadas a 30 + 1°C por 48 £ 2 horas e os resultados
foram expressos em UFC/g.

Para a contagem de bactérias aerdbias psicotroficas a norma ISO 17410:2019 (ISO,
2019). Diluigdes decimais seriadas foram inoculadas, através de semeadura em superficie, em
agar padrdo para contagem (PCA). As placas foram incubadas a 7 + 1°C durante 10 dias. Os

resultados foram expressos em UFC g-!.

3.2.5.2 Analises fisico-quimicas

Substdncias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS)

Para a determinag@o dos valores de acido tiobarbittrico foi utilizado o método para
analise de pescado proposto por Vyncke (1970). Foram pesados 10 g de fil¢ triturado em tubos
do tipo FALCON identificados em duplicata. Em cada tubo foi adicionado 50 mL de acido
tricloroacético (TCA) a 7,5% e homogeneizado por 5 min. As amostras foram filtradas com
papel filtro quantitativo em baldo volumétrico de 50 mL. Apos a filtragem, os baldes tiveram
os volumes completados com TCA a 7,5%.

Foi transferido 5 ml do filtrado para tubos de ensaio com tampa de rosca e adicionados
5 ml de acido tiobarbitirico (TBA) a 0,02 M. Apds agitagdo mecanica, os tubos foram
colocados em banho-maria por 10 minutos a uma temperatura de 95°C. Um tubo controle foi
realizado com a adi¢do de 5 ml de TCA ¢ 5 ml de TBA, sendo utilizado como branco na leitura
das absorbancias.

Apods o tempo de incubacdo as amostras foram resfriadas em banho de gelo e as
absorbancias lidas no espectrofotdmetro com comprimento de onda de 532 nm.

Para os célculos, utilizou-se uma curva de calibracdo preparada com 1,1',3,3'
tetractoxipropano (TEP) em diferentes concentragdes, para o malondialdeido (MDA). Uma
solu¢do mae foi preparada diluindo uma aliquota de 0,1 mL de TEP em 100 mL de agua
destilada. Para formar os pontos da curva, foi preparada uma solugdo 2, diluindo 0,1 mL da

solugdo mae em 100 mL de acido tricloroacético (TCA) a 7,5%. Conforme a Tabela 2, os
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pontos da curva de calibragdo foram realizados com a mistura de diferentes quantidades da
solucdo 2 (TEP), (TCA) e (TBA) em tubos de ensaio com tampa de rosca e submetidos ao
mesmo processo de incubagdo das amostras. Os valores de TBARS foram expressos em

miligramas de MDA por kg de amostra.

Tabela 3. Curva de calibragdo para analise de TBARS.

Concentracio de TEP ! Solucio 2 TCA 27,5% TBA 30,02 M
mg L°! mL mL mL
0,018 0,0 5,0 5,0
0,080 0,4 4,0 5,0
0,128 0,8 3,0 5,0
0,181 1,2 2,0 5,0
0,228 1,6 1,0 5,0
0,242 1,8 0,5 5,0
! Tetraetoxipropano.

2 Acido tricloroacético.
3 Acido tiobarbiturico.

Bases nitrogenadas volateis totais (B-NV'T)

Para a determinacdo de Bases Nitrogenadas Volateis Totais, seguiu-se a metodologia
proposta pelo Ministério da Agricultura (BRASIL, 1981). A analise de B-NVT, foi realizada
por destilagdo/acidificagdo, em que 10 g do pescado foi levado ao tubo de destilagdo com o
auxilio de 20 ml de 4gua destilada, adicionando-se 2 g de 6xido de magnésio (MgO) e
procedendoa destilagdo por arraste de vapor por 30 minutos em temperatura média, recolhendo
o destilado em erlenmeyer contendo 25 mL desolug¢do deacido borico 4% (H3BO3 +indicador).
Em seguida, foram tituladas as aminas volateis com a adi¢do de 4cido cloridrico 0,01 mol L-!
sendo conduzida até o ponto de viragem de cor verde escuro para rosa. O teste foi realizado em
triplicata, além do teste branco.

A equagdo 1 foi utilizada para obter a quantidade de B-NVTem mg 100 g'! de pescado.

mg )_(‘U—B]xfxlim

T
NBVT (IDD g/

m

Onde:
V = volume de solugdo de HC10,1 mol L-! gasto na titulagdo (mL)
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B = volume do branco (mL)
f = fator de correcao da solu¢cdo de HC10,1 M (ou 0,01 M)

m = massa de amostra (g)

pH

As andlises do pH, seguiram a metodologia proposta pelo Instituto Adolfo Lutz, 1985.
Para medir o pH das amostras dos filés foi utilizado um becker de vidro de 250 mL, contendo
10 g decada amostra, devidamente homogeneizada com 100 mL de dgua destilada. Foi utilizada
a solucao tampao 4,1 e 7,1 para calibrar o aparelho antes do uso. O eletrodo foi lavado com
agua destilada antes das leituras e a cada troca de amostras, sendo seco com papel absorvente
macio. Apds a homogeneizacdo, os valores foram medidos com o auxilio de um peagémetro
digital (Modelo Instrutherm 03423 e sonda Instrutherm 03663). O valor mensurado foi

registrado apds a estabilizacdo da leitura do equipamento.

3.2.5.2.1 Cor

Os parametros de cor L*, a* e b*, dos filés de peixes amostrados foram determinadas
através do colorimetro (Minolta Chroma Meter CR-400, Minolta, Osaka, Japao), ajustado para
operar com iluminante D65 e angulo de observagdo de 10°, previamente calibrado com a placa
de referéncia branca (X =281,12,Y =85,99 e Z=91,03). As leituras foram realizadas, obtendo-
se os valores dos pardmetros L*, a* e b*. O pardmetro L* varia de 0 a 100, indicando a
luminosidade, ou seja, uma variagdo de cor do preto ao branco, ja o parametro a* mostra a
intensidade do vermelho, variando do verde (-a*) ao vermelho (+a*), enquanto o b* mostra a
intensidade do amarelo e pode variar do azul (-b*) ao amarelo (+b*) (O’Sullivan; Kerry, 2013).
O equipamento foi colocado em trés locais distintos em cada filé, na musculatura vermelha
central e na musculatura branca dorsal e ventral, conforme recomendado por Casas et al. (2006)

(Figura 2).
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Figura 2. Face medial do filé de tilapia: a) regides onde foram realizadas as analises de cor; b:

distingdo entre as trés regides dos filés. O perfil de textura foi analisado na regido 1.

Musculatura Branca Dorsal

Musculatura Branca Ventral

Fonte: Adapado de Casas et al. (2006).

3.2.5.2.2 Textura

A analise detextura (TPA, do inglés Texture Profile Analysis) foi realizada foirealizada
de acordo com metodologia proposta por Wang et al. (2022), com modificacdes. As amostras
foram cortadas no tamanho 10 mm x 10 mm X 10 mm para andlise. Foi utilizado um
texturdmetro TA.XT plus (Stable Micro Systems Ltd, texture exponent for Windows sofiware,
Surrey, Reino Unido), carregado com célula de 25 kg e um probe cilindrico de 36 mm de
didmetro. A distancia entre o probe e a plataforma de medida foide 30 mm, e as analises foram
realizadas com velocidade pré-teste, teste e poOs-teste de 2 mm s!, I mm s!, 2 mm s,
respectivamente. Foram realizados dois ciclos consecutivos com 40 % com intervalo de 5 s
entre cada ciclo, e forca de contato de 10,0 g. Foram determinados os pardmetros: dureza (g),

elasticidade (cm), coesividade, resiliéncia (cm) e mastigabilidade (g cm™!).

3.2.5.3 Analises sensoriais

Participaram da pesquisa 23 voluntdrios, potenciais consumidores de tilapia da
comunidade do departamento de Aquicultura da Universidade Federal de Santa Catarina, de
ambos os sexos, envolvendo alunos, professores e servidores. Todos que concordaram em
participar da pesquisa, assinaram um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE),
modelo em (ANEXO A), onde constava a proposta e objetivos da pesquisa. Os procedimentos

metodologicos realizados e a pesquisa foram previamente submetidos a aprovagdo, parecer n°
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5.669.833, aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da UFSC,
reconhecido pela Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP).

A andlise sensorial dos filés foi realizada por uma equipe de vinte e trés membros
avaliadores que tinham o hébito de consumir filé de tilapia. As amostras de filés foram
apresentadas em recipientes plasticos, juntamente garfo e faca foram distribuidos para cada
membro avaliador. Foram avaliados por cada membro a cor (1 = extremamente descolorido, 5
= sem descolorag@o), o odor (1 = alto odor/inaceitavel, 5 = extremamente desejavel), a textura
(1 = muito macio, 5 = compactado) e a aparéncia geral (1 = extremamente indesejavel, 5 =
extremamente desejavel) para cada amostra codificada dos filés in natura e com a amostra
padrdo, identificada nas amostras. Foi utilizada uma escala hed6nica de 5 pontos, de acordo
com as especificacdes para cada pardmetro de qualidade, expressando a diferenca observada
entre as amostras dos grupos dos tratamentos dietéticos e o padrao, a qual foi desenvolvida por
Ojagh et al. (2010) e adaptada para a tilapia por Alsaggaf; Moussa; Tayel (2017). A partir dos
valores obtidos, foi calculado a média e desvio padrdao de cada atributo, que posteriormente

resultou em um escore geral para definir a aceitabilidade ou ndo dos filés. O limite de

aceitabilidade por atributo foi fixado em 4 (APENDICE A).

3.2.6 Analises estatisticas

Todos os dados foram inicialmente analisados quanto a normalidade e
homoscedasticidade. Os dados obtidos no fil¢ (extrato etéreo, perfil de acidos graxos e vida de
prateleira) foram submetidos a ANOVA bifatorial, considerando-se como primeiro fator o
tempo (0, 4, 8, 12 ¢ 16 dias) e, como segundo fator, as dietas (CONTROLE e ALLPRO).O
teste de Tukey foi realizado somente quando diferencas significativas foram detectadas. As
analises estatisticas foram realizadas com auxilio do software InfoStat v2012, o nivel de

significancia adotado foi de 5% para todos os testes.

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 Composicao lipidica e perfil de acidos graxos dos filés apos 10, 20 e 30 dias de

suplementacgao dietética

Pesquisas recentes relatam que dietas contendo DHA podem contribuir para o

aumento da produtividade e promover melhora na satde da tildpia-do-nilo, quando mantida em
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temperaturas subotimas (Corréa et al., 2018; Abdel-Ghany ef al., 2019; Nobrega et al., 2019;
El Asely et al., 2020). Entretanto, a inclusdo de DHA em dietas comerciais destinadas a peixes
com menor valor comercial, como a tilapia-do-nilo, representa um grande desafio, por conta do
seu alto custo. O aditivo ALLPRO representa uma fonte alternativa deste nutriente. No presente
estudo, a suplementagao dietéticade DHA, via ALLPRO, aumentou linearmente (Figura 3 ¢ 4)
o conteudo deste acido graxo no filé de tilapia-do-nilo, bem como o contetido de todos os
PUFAs n-3 (Tabela 3), quando avaliado apds 10, 20 e 30 dias de alimentagdo. Vdrios estudos
relatam que a composi¢dao de acidos graxos dietéticos influencia diretamente o perfil de 4cidos
graxos no fil¢é de tilapia-do-nilo, independente da temperatura da 4dgua e fase de
desenvolvimento (Justi et al., 2005; Corréa et al., 2017 ¢ 2018; Nget al., 2013; Nobrega et al.,
2017 e 2019; Fernandes et al., 2018; Brignol et al., 2018; Mufatto et al., 2019; Jorge et al.,
2022). Com efeito, no presente estudo, os acidos graxos a-LNA, DPA ¢ DHA, bem como ),
PUFA n-3 (e a relacdo n-3:n-6), se acumularam em maior concentracdo no filé dos peixes
alimentados com a dieta ALLPRO por 30 dias, apresentando interagdo entre a suplementacgao
dietética e o periodo de alimentagao.

Ap6s 30 dias de alimentagao, as tilapias alimentadas com a dieta ALLPRO apresentaram
uma concentragdo de 78,04 mg de DHA 100 g-! filé (Tabela 4). A ingestdo diaria de DHA+EPA
recomendada pela European Food Safety Authority (EFSA) para reduzir o risco de doengas
cardiovasculares em adultos é de 250 a 500 mg dia’!; j4 a recomendagdo de ingestdo didria,
somente de DHA, é de 100 mg dia'! (EFSA, 2017). Portanto, o consumo de aproximadamente
128,14 gde fil¢ de tilapia, quando alimentada com a dieta ALLPRO por apenas 30 dias a 22°C,
supre tal recomendagao para humanos. Salienta-se a importancia douso desse aditivo alimentar
para a tilapia-do-nilo, durante um periodo curto e quando mantida a baixas temperaturas, ja que
tal pratica poderia ser implementada no inicio do outono, no final dociclo de engorda datilapia,
quandoa temperatura da 4gua reduz naturalmente, em regides subtropicais. O acumulo de DHA

aumentaria o valor agregado do filé e poderia compensar o custo com a suplementacao.
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Tabela 4. Retencao de 4dcidos graxos nos filés, em adultos de tildpia-do-nilo, quando alimentados com as dietas CONTROLE e ALLPRO aos 10,
20 e 30 dias, a 22°C. 1. 2.3

Dieta Tompo  Extrato - LOA - HLNA A C2dn6 en s YSFA  YMUFA  YPUFA  YPUFAn6 YPUFAn-3 Dggf 0206gIll ’
matéria umida
Acidos graxos, g 100" matéria seca
Interaciao
10 1,78 0,50 0,75+0,10 0,11+0,03%® 0,17+0,03 0,22+0,05 001+0,00 240+0,63 259+0,79 139+0,24 1,18+0,19  0,17+0,03° 13,66+1,94"
CONTROLE 20 2,05+0,28 0,82+0,05 0,13+0,01*% 0,19+0,05 0,26+0,07 001+0,00 2,67+0,12 293+0,12 1,54+0,20 1,30+ 0,17 0,19+ 0,025 13,58+1,15°
30 2,19+0,33 0,77+0,04 0,12+0,01"® 0,16+0,03 022+0,04 0,01+0,00 247+036 3,15+034 137+0,13 1,16+0,11  0,17+0,02 12,67+0,57°
10 1,80+0,23 0,79+0,12 0,14+0,01*B 0,18+ 0,02 0,23 + 0,01 0,01 £0,00 2,56+0,38 2,73+0,47 1,54+0,14 1,24 +£0,13 0,25+ 0,01%  26,63+0,69°€
ALLPRO 20 1,67£027 0,70+0,18 0,11+0,01® 0,16+0,01 0,20+0,04 0,01+0,00 2,52+0,51 2,66+0,36 137+0,15 1,08+0,14 025+0,01® 40,74+226"
30 1,78+£0,22  0,75+£0,07 0,16+0,02* 0,16+0,02 0,21+0,02 0,02+£0,00 2,52+0,18 322+043 1,53+0,06 1,14+0,04 0,36+0,02* 78,04+4,03*
Dieta
CONTROLE 2,01 £0,37 0,78+ 0,03 0,12+0,01 0,17+0,01 0,23+0,02 0,01£0,00 2,51+£0,26 2,89+0,34 143+0,06 1,21 +£ 0,04 0,18 £ 0,01 13,60 £ 1,26
ALLPRO 1,75£022  0,75+0,06 0,14+0,01 0,16+0,01 0,21+002 0,02+0,00+ 253+0,17 287+0,06 148+0,05 1,15£0,06  0,29+0,01 4847+23,12
Two-way ANOVA (valor de p)

Dieta 0,117 0,540 0,035 0,615 0,306 0,006 0,934 0,929 0,548 0,394 <0,001 <0,001

Tempo 0,586 0,971 0,089 0,488 0,799 0,058 0,860 0,168 0,991 0,721 0,003 <0,001

Interacao 0,459 0,416 0,019 0,434 0,360 0,367 0,789 0,718 0,172 0,226 0,001 <0,001

! Os resultados estdo expressos como a média de trés repeti¢des (n = 2 filés por repeti¢do) + desvio padrio.

2 Composi¢ao inicial do filé(g 100" matéria seca): LOA=0,60+0,02; a-LNA =0,07+0,01; C22:4 n-6=0,21+0,01; DPA =0,01 £0,00; DHA =0,05 £ 0,00; SFA=1,72+0,06; MUFA=1,93+ 0,07, PUFA=1,20+0,03; PUFA n-6=1,03

+0,02; PUFAn-3=0,14 £0,01; n-3/n-6 =0,14 £0,01.
3 Acidos graxos: LOA=4cido linoleico, a-LNA =4cido alfa-linolénico, ARA = acido araquidonico, DPA = 4acido docosapentaenoico, DHA = acido docosaexaenoico. Acidos graxos detectados e totalizados, mas nao incluidos na tabela: C14:0,
Cl14:1 n-5, C15:0, C16:0, Cl16:1 n-7, C17:0, C17:1 n-7, C:18:0, C18:1 n-9, C18:1 n-7, C16:3 n-4, C18:2 n-4, C20:0, C20:1 n-9, C18:4 n-3, C20:1 n-11, C20:2 n-6, C22:0, C24:1 n-9, C22:4 n-6.
* Qélando ha diferenca significativa entre as dietas.
ABCD uando h4 diferenca significativa na interagdo entre dieta e tempo de suplementagao.
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A tilapia, assim como outros peixes de dguas continentais, ndo sdo considerados fontes
de LC-PUFA n-3. Entretanto, o presente estudo mostra a capacidade da tilapia adulta de reter
suficiente DHA em apenas 30 dias, sem que que a concentragdo dos PUFAs n-6, SFA e MUFA
no filé sejam afetados. Resultados diferentes foram relatados para juvenis de tilapia-do-nilo
alimentados com fonte de DHA dietético durante 87 dias (Nobrega ef al., 2019) ou 245 dias
(Lehmkuhl, 2023), em temperatura subotima, ou ainda durante 57 dias, mas em temperatura
otima de crescimento (Brignol ef al., 2018). Nestes estudos, o acimulo de DHA no filé foi
superior ao encontrado no presente estudo, mas o periodo experimental também. De acordo
com os autores, nestes estudos houve reducao na bioconversao de PUFAs n-6 em LC-PUFAs
n-6, a qual se deveu provavelmente a reducdo da atividade enzimatica das dessaturases e
elongases, devido a presenca de DHA em excesso, que ¢ o produto final dessas enzimas.
Entretanto, no presente estudo - com tildpias adultas e com a suplementacao dietéticade DHA
por um periodo curto - os niveis de concentracdo dos PUFAs n-6 no filé ndo foram afetados.

O DHA foi o 4cido graxo que apresentou maior acimulo no filé em peixes alimentados
com a dieta ALLPRO, sendo registrado um aumento linear deste nutriente (Figura 3 e 4). O
periodo de 30 dias de suplementacdo com o aditivo ALLPRO aumentou a deposi¢cdo de DHA
em 220% no filé dos peixes adultos. Portanto, a biomassa de microrganismos heterotroficos
ricos em DHA, tal como Schizochytrium sp. e Auranthiochytrium sp., representa um excelente
aditivo alimentar para incrementar o valor nutricional do filé de tilapia (Brignol et al., 2018;
Nobrega et al., 2019; Lehmkuhl, 2023), sem aumentar os danos oxidativos celulares nos peixes,
como ja relatado por Nobrega e colaboradores (2022).

A relag@o n-3:n-6 no filé também foi influenciada significativamente pelos tratamentos
dietéticos (Figura 3). Apos 30 dias de alimenta¢do com dieta ALLPRO, registrou-se a maior
relagdo n-3:n-6 no filé, equivalendo a aproximadamente 121% deaumento se comparada aquela
apresentada nos filés dos peixes alimentados com a dieta CONTROLE, que continha apenas
fontes de PUFA n-6. A relacdo de PUFA n-3:n-6 recomendada para o consumo humano ¢ de
0,25 a 1,00 (Simopoulos, 2002; Simopoulos, 2010; Patterson et al., 2012), sendo essencial para
prevencao de doengas cronicas € manutencao do funcionamento normal do organismo humano
(Simopoulos, 2002; Simopoulos, 2010). No presente estudo, a relagdo PUFA n-3:n-6 de 0,31
foi alcancada no filé de tilapia-do-nilo, quando mantida a 22°C e alimentada por 30 dias com a
dieta ALLPRO, estando dentro da faixa ideal recomendada para consumo humano.

O pescado ¢ uma importante fonte LC-PUFA n-3, como o EPA e o DHA, essenciais
para a satde humana (Global Organization for EPA and DHA omega-3, 2014), sendo o
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consumo minimo semanal representado por duas por¢des depeixe, que devem conter tais acidos
graxos (Comissdo Europeia, 2020). Com o presente estudo, constatou-se que a suplementacao
dietética do aditivo ALLPRO para a tilapia-do-nilo, quando produzida em temperaturas
subotimas, alcanga esse objetivo, em apenas 30 dias. Ainda, estudo recente a campo, realizado
por Lehmkuhl (2023) durante o outono, inverno e primavera no Planalto Norte Catarinense,
também registrou um melhor desempenho zootécnico de juvenis de tilapia-do-nilo, além do
acimulo de DHA, quando o aditivo ALLPRO ¢ suplementado na dieta. Tal melhora no
desempenho j& havia sido relatada por Nobrega e colaboradores (2019), mas em condicdes de

laboratorio, com temperatura subotima constante de 22°C.

Figura 3. Reten¢do de DHA e relacdo n-3:n-6 no filé (média + erro padrdo), em adultos de
tilapia-do-nilo, quando alimentados com as dietas CONTROLE e ALLPRO por 10, 20 e 30
dias, a 22°C.
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Figura 4. Regressao linear daretengao de DHA no filé, em adultos de tilapia-do-nilo, quando

alimentados com a dieta ALLPRO por 10, 20 e 30 dias, a 22°C.
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3.3.2 Analises microbiologicas

O pescado apresenta condigdes intrinsecas que promovem a multiplicacdo de
microrganismos, o que pode reduzir a vida de prateleira do filé, causando risco a saude publica
(Oliveira et al., 2008). Valores do pH préximo a neutralidade, teor lipidico e perfil de PUFAs
facilmente oxidéaveis sdo fatores determinantes para o crescimento de microrganismos na carne
do pescado (Oliveira ef al., 2008).

A presenga de Salmonella, Estafilococos coagulase positiva e E. coli pode indicar tanto
contaminacdo de origem fecal humana ou animal pelas condi¢des ambientais de criagdo
(Ghasemi et al., 2010; Costa et al,, 2020). A analise desses grupos de bactérias ¢ relevante,
estando diretamente relacionada as condigdes higi€nico-sanitarias do processamento. Os filés
de tildpia-do-nilo apresentaram contagem inferior a 1,0 x 10° para Estafilococos coagulase
positiva, inferior a 1,0 x 10? para Escherichia coli e auséncia de Salmonella sp., até 16 dias de
armazenamento refrigerado para ambos os tratamentos dietéticos. Os resultados das anélises
microbioldgicas realizadas conforme a resolugdo RDC N° 161, de 01 de julho de 2022, da
Agéncia de Vigilancia Sanitaria (BRASIL, 2022), mostraram que os filés dos grupos de ambos
os tratamentos dietéticos refrigerados a 4°C por um periodo de 16 dias, estavam dentro dos
limites exigidos pela legislagdo brasileira, estando aptos para o processamento e/ou consumo
humano. Portanto, os procedimentos de boas praticas de fabricacdo foram corretamente

seguidos (Figura 1), mantendo todas as condi¢des higi€nico-sanitarias. Deste modo, todos os
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filés armazenados refrigerados a 4°C durante 16 dias estavam seguros para o consumo,
corroborando o estudo realizado para a espécie por Altemio et al. (2022).

Contagens de grupos de microrganismos psicrotroficos e mesofilos estao relacionadas
a contamina¢do durante a manipulacdo do pescado, os quais sdo indicadores relacionados ao
frescor (Soares et al., 2011). Manter os alimentos armazenados refrigerados a baixas
temperaturas pode diminuir o desenvolvimento de microrganismos, entretanto as bactérias
psicrotroficas podem continuar crescendo, visto que esse grupo pode se desenvolver sob
refrigera¢do, influenciando a qualidade do pescado (Mol et al., 2007). As variagdes das
contagens dos microrganismos mesofilos, expressas em unidades formadoras de colonias
(UFC) g!, para o grupo do tratamento dietético CONTROLE foram: <1 x 10*a 6,8 x 10 UFC
g'! e as variagdes das contagens para o grupo do tratamento dietético ALLPRO foram: <1 x 10°
a 4,1 x 10° UFC g, Ja as variagdes das contagens dos microrganismos psicotroficos para os
grupos do tratamento dietético CONTROLE e ALLPRO foram: <1 x 102a 1,0 x 10° UFC g''e
<1 x 10% a 3,5 x 10° UFC g'!, respectivamente. A contagem dos microrganismos mesoéfilos e
psicotroficos ndo diferiu significativamente entre os filés da tildpia-do-nilo alimentados com as
dietas CONTROLE e ALLPRO nem ao decorrer dotempo dearmazenamento refrigerado a 4°C
por um periodo de 0, 4, 8, 12 e 16 dias. Resultados semelhantes aos aqui encontrados foram
relatados por Fonseca et al. (2013), onde nao foram encontradas diferencas na contagem dos
microrganismos mesofilos e psicrotroficos nos filés de tilapia-do-nilo, armazenados a 1,0°C
durante 14 dias de armazenamento.

Embora a legislagdo brasileira (BRASIL, 2022) ndo estabeleca um padrdo limite para
contagem total de bactérias aerdbicas mesofilas e pisicotroficas, as contagens destes grupos de
microrganismos s3o indicativas da presenca de patdégenos e podem significar qualidade
sanitaria deficiente do alimento em questdo. Um pardmetro utilizado por pesquisadores para
contagem desses grupos ¢ o da International Comission on Microbiologycal Specifications for
Foods (ICMSF), que estabelece o limite de 107 UFC g-! (ICMSF, 1986). Segundo Franco e
Landgraf (2008), contagens de bactérias mesofilas na carne crua entre 10° ¢ 106 UFC g! indicam
um produto de qualidade. No presente estudo constatou-se que as bactérias mesoéfilas, aos 12
dias de armazenamento, estiveram dentro do limite recomendado de 109 UFC g! e, até o dia

16, se mantiveram para os grupos dos tratamentos dietéticos.
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3.3.3 Anailises fisico-quimicas

Os parametros importantes nas analises para o frescor do peixe sdo determinar os valores
de pH, Bases nitrogenadas volateis totais (B-NVT) e Substancias reativas ao dacido
tiobarbiturico (TBARS), no armazenamento post-mortem, monitoramento de oxidagao lipidica
(Hassoun e Karoui, 2017). A Tabela 5, apresenta os resultados como monitoramento do frescor

referentes as analises fisico-quimicas nos filés armazenados por 16 dias.

pH

O pH dacame depeixes frescos € um parametro que fornece informagdes sobre o estado
de conservagao do pescado. O processo de deterioragdo altera o pH devido a decomposicao de
aminoacidos, agdes bacterianas, propagacao e hidrolise de lipidios (Dang et al., 2018; Wang et
al., 2019). Porém, o valor de Ph deve ser considerado em conjunto com outros pardmetros para
determinar o frescor do pescado (Andrés-Bello et al., 2013).

Os valores pH dos filés ndo foram afetados pelos tratamentos dietéticos nem pelo tempo
dearmazenamento sob refrigera¢do a 4°C por 16 dias de vidade prateleira (Tabela 5), indicando
um estado 6timo de frescor em todos os tempos de armazenamento, independente da dieta
prévia dos peixes (Tabela 5). Os valores de pH se mantiveram dentro do limite tolerado pela
legislagao brasileira, que estabelece o valor maximo de 7,00, na por¢cao muscular, como fresco
para o pescado (BRASIL, 2019).

Filés de tilapia-do-nilo, armazenados refrigerados, por 15 dias resultaram em valor
médio de pH a 6,6 no estudo de Fonseca et al., 2013. Valores semelhantes para filés de tilapia
também foram relatados por Cipriano e colaboradores (2013), apds 6 dias de armazenamento
sob refrigeracdo. Quando foi testado um maior tempo (20 dias) de armazenamento de filés de
tilapia a 5°C, os valores de pH se mantiveram a 6,58 até cinco dias de armazenamento,
aumentando para 6,93 no final do tempo armazenamento, permanecendo dentro do limite da
legislagdo (Montoya-Camacho et al., 2021). Valores semelhantes foram encontrados no
presente estudo, os quais atenderam a legislagdo vigente. Entretanto, em estudo recente
(Altemio et al., 2022), valores de pH em torno de 5,34 foram relatados para filés da tilapia-do-

nilo, quando refrigerados a 4°C por um periodo de 20 dias.
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Tabela 5. Analises fisico-quimicas em filés refrigerados a 4°C por 0, 4, 8, 12 e 16 dias. Filés
provenientes de adultos de tildpia-do-nilo, apds alimenta¢do com as dietas CONTROLE e

ALLPRO por 30 dias, a 22°C.!

Dieta Tempo pH mBg_Ilj X)’g gz_l mg?&%gi;
Interacao
6,50 + 0,09 29,16 £ 0,01 0,015+0,01¢
6,40 + 0,05 28,46 + 0,01 0,016 +£0,01°¢
CONTROLE 6,46 + 0,09 32,18 £ 0,66 0,016 + 0,00 €
12 6,35+0,17 37,08 + 1,65 0,014 + 0,00 €
16 6,37 + 0,03 33,12+ 1,33 0,032+ 0,014
6,37 £ 0,04 26,12 + 0,66 0,014 + 0,00 €
6,46 + 0,08 27,05 £ 0,65 0,021 + 0,00 BC
ALLPRO 6,43 + 0,03 31,48+ 0,99 0,022 + 0,01 BC
12 6,43 + 0,05 31,25+ 0,66 0,017 + 0,00 BC€
16 6,34 + 0,09 30,32 + 0,66 0,025+ 0,018
Dieta
CONTROLE 6,42 + 0,06 32,00 + 3,45* 0,02 +0,01
ALLPRO 6,41 £ 0,05 29,25 +2,49 0,02 + 0,00
Tempo
6,43 + 0,09 27,64 + 2,15 0,015+ 0,00
6,43 + 0,05 27,75 +£0,99° 0,019 + 0,00
6,44 + 0,02 31,83+ 0,492 0,019 + 0,00
12 6,39 + 0,05 34,17 £ 4,122 0,016 + 0,00
16 6,36 + 0,02 31,72+ 1,982 0,029 + 0,01
Two-way ANOVA (valor de p)
Dieta 0,7553 0,0006 0,2672
Tempo 0,3455 <0,0001 <0,0001
Interacao 0,1945 0,1860 0,0105

! Valores expressos como média + desvio padrio.

2 BNV-T = bases nitrogenadas volateis totais.

3TBARS = substancias reativas ao acido tiobarbittrico; MDA = malonaldeido.

* Quando ha diferenca significativa entre as dietas.

3 Quando ha diferenga significativa entre o tempo de vida de prateleira.

ABC Quando a interagio entre dieta e tempo de armazenamento dos filés € significativa.

Bases nitrogenadas volateis totais (B-NV'T)

A dieta recebida pelos peixes e¢ o tempo de vida de prateleira dos filés afetaram
significativamente as bases volateis no fil¢, sendo que os filés dos peixes alimentados com a

dieta ALLPRO apresentaram menor concentragdo de BNV-T. Conforme o regulamento do



50

RIISPOA e do Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MAPA), em relagdo as
caracteristicas fisico-quimica do pescado fresco, resfriado ou congelado, os valores de B-NVT,
devem ser inferiores a 30 mg N 100 g! (BRASIL, 2017).

Em relagdo ao tempo de armazenamento, o frescor do pescado resfriado a 4°C se
manteve por aproximadamente quatro dias (27,75 + 0,99 mg N 100 g-!), alcancando o limite da
legislagdo no oitavo dia (31,83 + 0,49 mg N 100 g'!) (Tabela 5). O teor de B-NVT aumentou
devido ao crescimento de microrganismos deteriorantes, capazes de gerar compostos volateis
caracteristicos da deterioragdo. Também foi relatado que o aumento no teor de B-NVT pode
estar relacionado a espécie, a temperatura, a composicao dos ingredientes da dieta e em geral,
as condigdes de manuseio e armazenamento pds-abate (Durdn et al., 2008; Ocafio-Higuera et

al., 2009; Liu et al., 2010).

Substdncias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS)

Na legislagdo brasileira, ndo ha um valor de TBARS estabelecido como seguro para
consumo humano. Os valores de referéncia recomendados na literatura sdo variaveis; porém,
de maneira geral, o valor de TBARS limite estabelecido para musculo de peixe fresco vai até
0,6 mg kg'! (Fang et al., 2018). Os valores de TBARS obtidos no presente estudo estdo abaixo
desse valor deste limite.

Houve interagdo entre a dieta recebida e o tempo de armazenamento dos filés, sendo
que os valores foram maiores nos filés refrigerados por 16 dias a 4°C para os peixes alimentados
com a dieta CONTROLE (Tabela 5). Os valores iniciais de TBARS foram similares entre os
tratamentos dietéticos. Entretanto, com o aumento do tempo de armazenamento, os valores de
TBARs continuaram a aumentar em peixes alimentados com os ambos os tratamentos
dietéticos.

A taxa de oxidagao lipidica depende de varios fatores, tais como o teor de gordura. Os
baixos valores de TBARS para ambos os grupos dietéticos talvez possa ser explicado pela
presenca do antioxidante o BHT (butil-hidroxi-tolueno) na composicdo das dietas
experimentais. Em relagdo ao tempo de armazenamento, nossos achados corroboram com o
estudo de Fonseca e colaboradores (2013), indicando que ndo houve oxidagao lipidica nos filés

de tilapia durante 15 dias de armazenamento sob refrigeracao.
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3.3.1 Cor

O primeiro aspecto fisico observado pelos consumidores de pescado € a coloragdao do
filé, importante na aceitabilidade de um produto (Skjervold et al., 2001). No caso de peixes
brancos, como a tilapia, a presenga de pigmentos ¢ indesejavel (Girdo et al., 2012). A cor dos
filés, quando avaliada na musculatura branca dorsal (Figura 5) e musculatura branca ventral
(Figura 6), apresentou diferencas significativas ao longo do tempo de armazenamento para os
parametros luminosidade, intensidade do vermelho e intensidade do amarelo.

Na musculatura branca dorsal, a luminosidade obteve um valor maximo de 55,50+ 3,07
no dia 0, com minimo de 46,93 + 2,70 no dia 16 e com tendéncia a cor mais escura com 0
decorrer do tempo (Figura 5). A intensidade de vermelho variou de 1,02 + 0,78 no dia 0 até -
0,70 = 0,53 no dia 16, valores que se situam na transicao entre o vermelho e o verde. Ja a
intensidade de amarelo variou de 0,37 + 1,51 no dia 0 até -2,35 + 0,74 no dia 16, portanto com
tendéncia de cor mais escura com o decorrer do tempo. A cor da musculatura branca ventral
também apresentou diferenca significativa em relagdo a luminosidade, intensidade do vermelho
e intensidade do amarelo, sendo que os valores diminuiram ao longo do tempo (Figura 6). A
luminosidade apesentou um valor maximo de 55,95 + 8,90 no dia 0 e minimo de 44,93 + 1,50
no dia 16, com tendéncia de cor mais escura ao decorrer do tempo (Figura 6). A intensidade de
vermelho variou de 1,73 £+ 0,74 no dia 0 até -0,98 + 0,26 no dia 16, valores estes na transi¢ao
entre o vermelho ao verde. J4 a intensidade do amarelo variou de 1,32 +2,16 no dia 0 até -2,95
+ 0,56 no dia 16, portanto com tendéncia de cor mais escura com o decorrer do tempo.

Tanto para a musculatura branca dorsal como para a musculatura branca ventral houve
um escurecimento do filé com o avango da refrigeracdo, ao longo de tempo. A deterioragdo
promoveu o escurecimento progressivo doproduto. Resultados semelhantes para os pardmetros
de cor L*, a* e b* foram relatados por Altemio e colaboradores (2022) ao avaliar a cor da
musculatura branca nos filés da tilapia armazenados a 4°C durante 20 dias, bem como por
Fonseca e colaboradores (2013) ao avaliar a cor de filés de tilapia-do-nilo, armazenados a 1°C

durantes 15 dias.
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Figura 5. Andlises de cor na musculatura branca dorsal (média + erro padrdao) em filés

refrigerados a 4°C por 0, 4, 8, 12 e 16 dias. Filés provenientes de adultos de tildpia-do-nilo,

apos alimentacao com as dietas CONTROLE e ALLPRO por 30 dias, a 22°C.
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Figura 6. Andlises de cor na musculatura branca ventral (média + erro padrao) em filés
refrigerados a 4°C por 0, 4, 8, 12 e 16 dias. Filés provenientes de adultos de tildpia-do-nilo,

apos alimentacao com as dietas CONTROLE e ALLPRO por 30 dias, a 22°C.
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A anélise colorimétrica na musculatura vermelha central revelou que a intensidade do
vermelho apresentou diferenca significativa ao longo do tempo de armazenamento (Figura 7).

Os valores variaram de 8,58 + 2,31 no dia 0 até 11,64 + 2,80 no dia 16, com aumento da
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intensidade do vermelho (maior valor de a*), ao longo do tempo de armazenamento. Altemio e
colaboradores (2022) também relataram resultados semelhantes para os parametros de cor na
musculatura vermelha em filés de tilapia, durante 16 dias de armazenamento a 4°C.

Houve interacdo significativa entre dieta e tempo de armazenamento dos filés, para os
parametros colorimétricos luminosidade e intensidade do amarelo. Ao longo do tempo de
armazenamento dos filés, a luminosidade ¢ a intensidade do amarelo foram aumentando os
valores (Figura 7). A luminosidade apresentou um valor minimo de 35,03 + 2,08 no dia 0 e
maximo de 49,89 + 1,56 no dia 16 nos filés dos peixes alimentados com a dieta CONTROLE.
J& os peixes alimentados com a dieta ALLPRO apresentaram um valor minimo de 42,98 + 1,90
no dia 0 até o maximo de 43,03 + 1,95 no dia 16, com tendéncia de cor mais clara ao decorrer
do tempo.

A intensidade do amarelo apresentou um valor minimo de 0,50 + 0,92 no dia 0 até o
maximo de 1,19 £ 0,56 no dia 16 nos filés dos peixes alimentados com a dieta CONTROLE. Ja
nos peixes alimentados com a dieta ALLPRO, os filés apresentaram um valor minimo de 2,19
+ 0,98 no dia 0 até o maximo de 2,45 £+ 0,73 no dia 16. A farinha de Schizochytrium sp. contém
pigmentos carotenoides responsaveis pela sua tonalidade amarelo dourado (Guptaet al., 2012;
Marchan et al., 2018), o que pode promover alteracdes na colora¢do do filé. Realmente, os
peixes alimentados durante 30 dias com a dieta ALLPRO, aditivo que apresenta em sua
composicao a farinha de Schizochytrium sp., apresentaram elevacao na intensidade do amarelo,
na musculatura vermelha central. Achados semelhantes foram relatados em filés de tilapias
alimentadas durante 30 dias com farinha de Schizochytrium sp. (Jorge et al., 2022).

A suplementagdo de 1,7 % do aditivo ALLPRO por 30 dias para a tilapia-do-nilo, ndo
influenciou na mudanga de cor na musculatura branca dorsal e ventral e para os parametros

luminosidade, intensidade do vermelho e intensidade do amarelo.
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Figura 7. Analises de cor na musculatura vermelha central (média + erro padrao) em filés

refrigerados a 4°C por 0, 4, 8, 12 e 16 dias. Filés provenientes de adultos de tildpia-do-nilo,

apos alimentacao com as dietas CONTROLE e ALLPRO por 30 dias, a 22°C.
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3.3.2 Textura

A textura do filé dos peixes ¢ um importante aspecto fisico de qualidade para a
palatabilidade e sabor da carne (Vital et al, 2018). Na literatura ¢ relatado que, durante o tempo
de armazenamento, o pescado apresenta uma perda de textura, devido as agdes das reagdes de
degradacdo autolitica, que causam modificacdes nas caracteristicas estruturais e funcionais,
além da deterioracdo microbioldgica (Sato ef al., 1991; Huss, 1998; Del-barre ef al., 2000).

No presente trabalho, o atributo coesividade ndo foi afetado pela dieta ou tempo de
armazenamento do filé, porém o atributo elasticidade foi afetado pelo tempo de
armazenamento. Ja4 os atributos dureza, mastigabilidade e resiléncia diminuiram
significativamente com o tempo de armazenamento (Tabela 6). Resultados semelhantes foram
relatados anteriormente para filés de tildpia (Montoya-Camacho et al., 2021; Liu et al., 2010).
Com o tempo de armazenamento ocorre o aumento da degradacdo das estruturas musculares,
que provavelmente alterou significativamente a textura dos filés.

Os atributos dureza, mastigabilidade e resiléncia foram significativamente menores nos
filés dos peixes alimentados com a dieta ALLPRO, em comparagdo aqueles alimentados com
a dieta CONTROLE (Tabela 6). Entretanto, os filés das tilapias suplementadas com o6leo de
linhaga, fonte de a-LNA, melhorou a maciez e a mastigabilidade da carne (Huang et al., 2022).
Jé para a carpa-capim, Ctenopharyngodon idella, foirelatado maior mastigabilidade da carne e
menor dureza nos filés, quando os peixes foram alimentados com dietaa base de 6leo de linhaga
em comparagdo com dietaa base de 6leo de peixe (Yang et al., 2020). Salienta-se que os valores
de dureza, mastigabilidade e resiliéncia, quando avaliados pelo texturometro, foram afetados
pela dieta; porém, na avaliagdo sensorial detalhada a seguir (item 3.3.6), tal efeito nao foi

detectado.
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Tabela 6. Analises detextura em filés refrigerados a 4°C por 0, 4, 8, 12 e 16 dias. Filés provenientes de adultos detilapia-do-nilo, apds alimentagao

com as dietas CONTROLE e ALLPRO por 30 dias, a 22°C.!

Dieta Tempo Dureza, g Elasticidade, cm Coesividade Resiliéncia, cm
0 1135,13 £208,38 0,62 +0,00 0,38 +£0,04 0,19 +0,02
4 696,17 £ 83,33 0,62 +£0,01 0,37 +£0,03 0,16 +£0,02
CONTROLE 8 603,41 +£153,30 0,59 +0,01 0,35+0,03 0,14+0,01
12 562,00+61,71 0,60 +0,02 0,37 +0,02 0,16 £0,01
16 570,37 +£79,05 0,56 +0,04 0,37 +£0,05 0,15+0,02
0 904,22 +£196,19 0,60 +0,03 0,35+0,03 0,17 +0,02
ALLPRO 4 612,00 +£302,71 0,58 +0,01 0,36 £0,05 0,15+0,02
8 541,01 +£31,43 0,58 +£0,04 0,34 +£0,03 0,13+0,01
12 487,36 +73,00 0,58 +£0,02 0,34 +0,02 0,14 +0,00
16 44222 +44,13 0,57 +£0,04 0,38 +£0,03 0,15+0,01
CONTROLE 713,42 +164,84 * 0,60 + 0,04 0,37 +0,04 0,16 £0,02 *
ALLPRO 597,36 £214,05 0,58 +0,02 0,35+0,03 0,15+0,02
0 1019,67 £29,49 @ 0,610,062 0,37 +0,02 0,18+£0,002
4 654,09 £49,60 " 0,60+0,032 0,37+0,05 0,16 +£0,01 2
8 572,21 44,12 0,58 £0,00 2 0,34 £ 0,04 0,14+0,01°P
12 524,68 £52,78 P 0,59 +0,01 2 0,36 +£0,02 0,15+0,01°
16 506,30 £90,62 b 0,56+0,01° 0,37+0,01 0,15+0,00°
Dieta 0,003 0,095 0,120 0,041
Tempo <0,001 0,002 0,289 0,002
Interagao 0,591 0,345 0,709 0,637

! Os resultados sdo expressos como a média + desvio padrdo de cinco repeti¢cdes (n =1 filé por repeti¢do).

* Quando ha diferenca significativa entre as dietas.

a Quando h4 diferenca significativa entre o tempo de vida de prateleira.
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3.3.4 Analises sensoriais

A qualidade sensorial do produto final ¢ tdo importante quanto o seu valor nutricional
porque pode influenciar a decisdo de compra do consumidor (Ramalho Ribeiro et al., 2015). As
pontuacdes dos atributos sensoriais de aparéncia, cor odor e textura e as pontuacdes dos testes
de aceitacdo para intencdo de consumo humano, indicadas pels avaliadores de filés de tilapia-
do- nilo armazenados a 4°C por 0, 4, 8, 12 e 16 dias estdo sumarizadas na Figura 8.

Os filés refrigerados a 4°C e armazenados até quatro dias, obtiveram escore deaceitacao
superior aos demais tempos (p < 0,05), sendo aceitos com nota superior a 4,00 (gostei
ligeiramente) em todos os atributos avaliados (Figura 8). Os atributos aparéncia, cor, textura e
odor dos filés diferiram significativamente com decorrer do tempo de armazenamento.

Rodrigues e colaboradores (2016) realizaram estudo para avaliar a qualidade sensorial
de filés de tilapia-do-nilo armazenados em gelo, por um periodo de 22 dias. Os autores
relataram que, a partir do 15° dia, os peixes apresentaram perda de qualidade sensorial. Ja
Altemio e colaboradores (2022) relatam aparecimento de odor desagradavel e muco na
superficie dos filés de tilapia, apds 11 diasde armazenamento, quando armazenadosa 0 e 4,5°C.
O presente estudo, portanto, difere destes Ultimos estudos citados, ja que os filés sob
refrigera¢do obtiveram grau superior de aceitacdo somente até 4 dias de armazenamento.

Li et al. (2009), ao avaliarem a qualidade do filé de catfish (Ictalurus punctatus)
suplementados com dietas contendo 0 a 2,0% de farinha de Schizochytrium sp., rica em DHA,
ndo detectaram diferengas nos parametros sensoriais, incluindo sabor. Embora, nas anélises
sensoriais do presente estudo nao tenha sido avaliado o sabor, o teor de 1,7% do aditivo
ALLPRO, em relacdo as avaliagdes dos atributos de cor, aparéncia, odor e textura, foram
similares aos valores descritos na literatura, do ponto de vista sensorial (Li et al., 2009; Ribeiro

et al., 2013).
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Figura 8. Andlise sensorial em filés refrigerados a 4°C por 0, 4, 8, 12 e 16 dias. Filés

provenientes de adultos de tildpia-do-nilo, apds alimenta¢do com as dietas CONTROLE e

ALLPRO por 30 dias, a 22°C.!
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Os quatro atributos sensoriais avaliados, bem como a aceitagdo geral do filé, foram
influenciados pelo tempo de armazenamento. E importante salientar que os atributos de
qualidade abrangem parametros, como por exemplo: a aparéncia geral do filé, a cor, o odore
textura. No primeiro e quarto dia de andlise (TO e T4) dos filés, a média dos painelistas
avaliadores foram superiores a 4, indicando qualidade e frescor para consumo humano, os
mesmos resultados foram encontrados para as andlises fisico-quimicas, onde nossos resultados
para Bases Nitrogenadas Volteis Totais e cor indicam frescor e inten¢do a consumo humano
dos filés dos até quatro dia de armazenamento refrigerados.

Os resultados das analises sensoriais promoveram mais confiabilidade nos resultados
obtidos pelas andlises microbiologicas, fisico-quimicas e cor o que permite concluir que as
amostras de filés peixes alimentados com a dieta CONTROLE ou ALLPRO forneceram

produtos aceitaveis em até 4 dias de armazenamento sob refrigeragao.

4 CONCLUSAO

A suplementagio dietética de 1,7% do aditivo ALLTECH®* ADVANTAGE ALLPRO,
fonte de DHA, para adultos de tilapia-do-nilo, quando fornecida por um periodo de 30 dias, em
temperatura subotima, contribuiu para o enriquecimento nutricional dos filés. Houve acimulo
de DHA, em concentragdes satisfatorias para atender as recomendagdes para saude humana. A
suplementacdo do aditivo ALLPRO ¢ uma opg¢do para a manutencdo dos parametros,
microbiolédgicos, fisico-quimicos e de aceitagdao sensorial dos filés da tilapia-do-nilo, uma vez
que nao foram identificadas mudangas negativas em sua qualidade e o tempo de vida de

prateleira de prateleira, sendo estes aceitos até quatro dias de armazenamento sob refrigeragao.
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APENDICE A - TESTE DE ACEITABILIDADE DE DIFERENTES ATRIBUTOS
SENSORIAIS.

TESTE DE ACEITABILIDADE DE DIFERENTES ATRIBUTOS SENSORIAIS.

Nome: Data: / /

Instrugdes: Vocé esta recebendo individualmente amostras de filé. As tilapias-do-nilo
receberam dietas contendo a inclusdo de ALLPRO, que evidencie a maior deposi¢do de DHA
nos filés. Avalie e indique, usando a escala abaixo de (1 a 5), o quanto vocé gostou ou desgostou

de cada amostra em relacdo aos seguintes atributos: aparéncia, odor, sabor e textura.

1 = extremamente descolorido, 5 = sem descoloragao.
1 = alto odor/inaceitavel, 5 = extremamente desejavel.
1 = muito macio, 5 = compactado.

1 = extremamente indesejavel, 5 = extremamente desejavel.

Coédigo da

Cor Odor Textura Aparéncia
Amostra

Comentarios:
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ANEXO A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS
DEPARTAMENTO DE CIENCIA E TECNOLOGIA DE ALIMENTOS

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Caro (a) participante,
Eu, Prof®. Dr®. Débora Machado Fracalossi, do Departamento de Aquicultura da

Universidade Federal de Santa Catarina, juntamente com a Virian Coradini Brutti, aluna de
mestrado do Curso do Programa de P6s Graduagdo em Aquicultura da Universidade Federal
de Santa Catarina, convidamos vocé a participar da pesquisa cujo titulo ¢ “Suplementagao
dietética de acido docosahexaenoico (DHA), via ALLTECH® ADVANTAGE ALLPRO, para
tilapia-do-nilo mantida em temperatura subdtima fria: qualidade e vida de prateleira do filé”,
tendo como objetivo principal avaliar se a suplementagcdo dietética de DHA, principal
constituinte do aditivo ALLPRO, por um periodo curto de tempo, promove o acumulo deste
acido graxo no filé de tilapias, sem que ocorram alteragdes negativas no seu padrdo de
qualidade, quando os peixes sdo mantidos em temperatura subotima de crescimento. Esta
pesquisa tera permitird inferir sobre a possibilidade da tilapia ser utilizada como uma fonte
alternativa de DHA na alimentacdo humana. Cabe ressaltar que ndo haverd beneficios
financeiros para os participantes da analise sensorial e também nao estdo previstos gastos nesta
pesquisa, entretanto caso vocé tenha alguma despesa comprovadamente em decorréncia da
mesma vocé sera ressarcido de acordo com a resolugdo CNS 466/12.

Sua participagdo € voluntaria. Sera solicitado a cada provador avalie a aceitabilidade e a
inten¢do de consumo (dez amostras do filé), utilizando escalas apropriadas. Além disso, sera
solicitado que o julgador nao ingira o fil¢, desprezando a mesma em local apropriado. Pessoas
alérgicas a peixe ou que apresentem algum desconforto ao consumo deste tipo de produto nao
devem participar da analise sensorial. No entanto, os participantes estardo cientes que, em caso
de algum problema relacionado com a pesquisa, possivelmente um mal-estar gerado ao avaliar
o filé, tera direito a assisténcia médica que sera prestada na rede publica de saude, sendo
acompanhando por um dos integrantes da equipe do projeto. Além disso, poderdo existir outros
riscos associados a pesquisa, principalmente relacionados ao cansago, constrangimento ao

responder as fichas e a possibilidade de pessoas alérgicas tentarem participar da analise. Para
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minimizar possiveis efeitos citados acima, serdo tomados cuidados higiénicos durante todo o
processo de elaboragdo doproduto,além de uma cuidadosaexplicagdo sobre a ndo ingestao dos
filés. O cansaco sera minimizado devido a aplicacdo de intervalos entre o preenchimento de
documentos e fichas, caso seja requisitado pelos provadores. O constrangimento sera evitado
mediante o sigilo dos dados e respostas fornecidas nas fichas de avaliagdo, garantindo a
preservacdo da identidade do participante. Dessa forma, a participacdo de individuos com
predisposi¢cdo a tais quadros esta vetada. Se por acaso decidir ndo continuar o teste ou nao
participar, sinta-se absolutamente a vontade de fazé-lo a qualquer momento, sem justificativas
ou penalidades. Ao decidir deixar de participar da pesquisa vocé nao tera prejuizos.

O risco associado ao projeto de pesquisa ¢ extremamente baixo, uma vez que os testes
sensoriais consistem na avaliagcdo, pelos participantes da pesquisa, de amostras de filés obtidas
de acordo com rigorosos padroes de higiene, em equipamentos previamente limpos e
sanitizados. Para minimizar possiveis efeitos adversos como os expostos acima serdo tomados
cuidados durante a elaboragdo do produto, além da realizagdao das analises microbiologicas
previstas na legislacdao brasileira visando garantir a seguranca dos provadores. Suas respostas
serdo registradas e utilizadas como resultado da pesquisa, a fim de saber a aceitabilidade e
inten¢do de consumo do produto. No entanto, seus dados serdo mantidos em sigilo e seu nome
ndo serd revelado em momento algum. Com a ciéncia destas informagdes, o participante tem
total liberdade de se recusar a participar ou retirar seu consentimento em qualquer fase da
pesquisa, sem penalizacdo alguma a este individuo. Assegura-se o direito de desisténcia durante
a coleta de dados sem necessidade de aviso prévio ou justificativa, e ainda ndo sera permitido
em hipdtese algum qualquer constrangimento, fisico, intelectual ou moral do participante.

Serdo fornecidas duas vias deste documento que deverdo ser assinadas por vocé, sendo
que uma delas lhe pertence. Comprometo-me a conduzir a pesquisa de acordo com o que
preconiza a Resolucao 466/12 de 12/06/2012 e suas complementares, que trata dos preceitos
éticos e da protecdo aos participantes da pesquisa. Em caso de algum problema relacionado
com a pesquisa, vocé tera direito a assisténcia médica que sera prestada na rede publica de
saude. Os gastos necessarios para a sua participacdo na pesquisa serdo assumidos pelos
pesquisadores. Fica, também, garantida a indeniza¢do em casos de danos comprovadamente
decorrentes da participagdo na pesquisa.

Além disso, voce tera a possibilidade de tirar qualquer duvida ou pedir qualquer outro
esclarecimento ao Comité de Etica e Pesquisa com Seres Humanos da UFSC (Prédio Reitoria
IT R: Desembargador Vitor Lima, n°® 222, sala 401, Trindade, Florian6polis/SC, CEP 88.040-
400, contato: (48) 3721-6094, cep.propesq@contato.ufsc.br) ou ao pesquisador responsavel -
Profa. Dra. Débora Machado Fracalossi (Depto de Aquicultura, Rod. Admar Gonzaga, n° 1346
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—  Itacorubi, Florianopolis/SC, = CEP  88034-001, contato: (48) 3721-6300,

debora.fracalossi@ufsc.br).

Assinatura: Pesquisador responsavel

Débora Machado Fracalossi

Consentimento Pos-informagao

Eu, ,RG

b

li este documento e fui esclarecido sobre a pesquisa “Suplementacdo dietética de acido
docosahexaenoico (DHA), via ALLTECH® ADVANTAGE ALLPRO, para tilapia-do-nilo
mantida em temperatura subotima fria: qualidade e vida de prateleira do filé” e concordo por

livre e espontanea vontade em participar desta pesquisa.

Florianodpolis, de de

Assinatura do participante:
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