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APRESENTACAO

A qualidade de vida de um povo é decorréncia das condi¢cdes socioeconémicas
de seu pais que, por sua vez, estdo intimamente ligadas a sua producéao cientifica.
A universidade tem um papel importante para a sociedade por se constituir, na
grande maioria dos paises, na instituicdo que oportuniza, por exceléncia, a busca do
conhecimento, por meio do ensino, da pesquisa e da extensao. A pesquisa pode serum
excelente instrumento educativo na medida em que esta leva os alunos a vivenciarem
0 processo de conhecer e n&o apenas analisarem o produto desse processo.

Portanto, a educacgao superior tem por finalidade estimular a criacao cultural e o
desenvolvimento do espirito cientifico e do pensamento reflexivo; formar diplomados
nas diferentes areas de conhecimento, aptos para a insercéao em setores profissionais
e para a participacdo no desenvolvimento da sociedade brasileira, e colaborar na
sua formagao continua; incentivar o trabalho de pesquisa e investigacao cientifica,
visando o desenvolvimento da ciéncia e da tecnologia e da criacdo e difusdo da
cultura, e, desse modo, desenvolver o entendimento do homem e do meio em que
vive e promover a divulgacdo de conhecimentos culturais, cientificos e técnicos que
constituem patriménio da humanidade e comunicar o saber através do ensino, de
publicacdes ou de outras formas de comunicagéo.

Neste terceiro volume, apresentamos trabalhos com pesquisas em diversas areas
da quimica abrangendo quantificacéo, desenvolvimento, otimizacdo e validacédo de
novos métodos de anélise. Com isso, convidamos vocé a ampliar seus conhecimentos
referentes a pesquisa em quimica, fornecendo uma base teérica e instrumental para
auxilio no conhecimento das abordagens diferenciadas desta ciéncia.

Carmen Lucia Voigt
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CAPITULO 10

COMPOSICAO EM ACIDOS GRAXOS E ANALISE DA
INCORPORACAO DE CAROTENOIDES POR UPLC-
APCI MS/MS EM FILES DE TILAPIA GIFT
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Maringéa - PR

Oscar O. Santos

Universidade Estadual de Maringa, Departamento
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RESUMO: Este estudo avaliou aincorporacao
de B-caroteno, luteina e licopeno em filés
de tildpia GIFT suplementados por 0, 20 e
40 dias, e sua influéncia na composicdo de
acidos graxos e na qualidade nutricional de
filés crus e grelhados. Uma dieta controle e
uma dieta contendo esses carotenoides foram
elaboradas com a mesma fonte lipidica (6leo de
soja). Para analise de carotenoides, a extracéo
foi realizada de acordo com a literatura. As
intensidades relativas das razbes m / z dos
ions desses carotenoides foram obtidas por
UPLC-APCI MS / MS e observou-se um
aumento da concentracdo de carotenoides
nos filés suplementados, especialmente apo6s
0 processo de cozimento (180 °C por 15
min). Observou-se também um aumento na
concentracéo de carotenoides totais nos filés
grelhados (75% e 35% maiores do que nos
filés crus, para 20 e 40 dias de suplementacéo,
respectivamente, correspondendo a 8,32 e 2,42
Mg de B-caroteno g' de amostra). Assim, os
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carotenoides promoveram estabilidade da oxidagao lipidica nas amostras grelhadas;
fato que pode ser correlacionado com o efeito antioxidante desses compostos,
também pode ser explicado pela quebra da barreira fisica dos carotenoides e pelas
condicdes utilizadas no processo de grelha. Além disso, indices aceitaveis de n-6 / n-3
e valores recomendados de AGPI/AGS foram observados nos filés suplementados.
Consequentemente, luteina, B-caroteno e licopeno foram considerados aditivos viaveis
na dieta de tildpias, uma vez que a suplementagao promoveu o aumento da qualidade
dos alimentos, mesmo ap0s 0 preparo para consumo.

PALAVRAS-CHAVE: Genetically Improvement Farmed Tilapia, licopeno, luteina,
B-caroteno, peixe grelhado.

ABSTRACT: This study evaluated the incorporation of 3-carotene, lutein and lycopene
into tilapia GIFT fillets supplemented through 0, 20 and 40 days, and their influence on
the fatty acid composition and nutritional quality of raw and grilled fillets. A control diet
and a diet containing those carotenoids were elaborated with the same lipid source
(soybean oil). For carotenoids analysis, the extraction was performed according to
the literature. The relative intensities of m/z ratios of those carotenoids ions were
obtained by UPLC-APCI MS/MS, and an increase of carotenoid concentration in the
supplemented filled was observed, especially after the grilling process (180 °C for
15 min). An increase in the concentration of total carotenoids in grilled fillets (75%
and 35% higher than raw fillets, for 20 and 40 days of supplementation, respectively,
corresponding to 8.32 e 2.42 ug B-carotene g sample) was also observed. Therefore,
the carotenoids promoted the stability of lipid oxidation in grilled samples; fact that can
be correlated with antioxidant effect of these compounds, it can be also explained by
the breakdown of carotenoids physical barrier and the conditions used in the grilling
process. Moreover, acceptable n-6/n-3 indices and recommended PUFA/SFA values
were observed in supplemented fillets. Consequently, lutein, B-carotene and lycopene
were considered viable as additive on fish diet, since the supplementation promoted
the increase of food quality, even after preparation for consumption.

KEYWORDS: Genetically improved farmed tilapia, lycopene, lutein, 3 -carotene, grilled
fish.

11 INTRODUCAO

A tilapia (Oreochromis niloticus) € a espécie mais cultivada na aquicultura
brasileira (IBGE, 2016). A linhagem GIFT (Genetically Improvement Farmed Tilapia),
surgiu na década de 80, como resultado de um programa de melhoramento genético
do World Fish Center (Pulau Pinang, Malasia), revolucionando a produ¢cédo comercial
dessa espécie (EMBRAPA PESCA E AQUICULTURA, 2015). A tilapia € um alimento
detentor de excelentes propriedades nutricionais (composicao proteica equilibrada,
lipidios essenciais, vitaminas, sobretudo as lipossoltveis, e minerais) (HERNANDEZ-
SANCHEZ e AGUILERA-MORALES, 2012). Tais propriedades podem ser melhoradas
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por meio da incorporacéo de nutrientes advindos da dieta fornecida as tilapias, como
mostrado em diversos estudos que incorporaram diferentes suplementos, em sua
maioria fontes de acidos graxos, vitaminas e antioxidantes (NAVARRO et al., 2012;
LOPES et al., 2015; CARBONERA et al., 2014, 2016; MONTANHER et al., 2016;
BONAFE et al., 2017).

A incorporagao de carotenoides em tilapia tem sido amplamente estudada por
meio de diferentes fontes, ja que estes nutrientes estdo naturalmente presentes em
baixas quantidades nessa espécie. Os carotenoides previnem doencas relacionadas
ao estresse oxidativo e suas propriedades antioxidantes induzem a diminuigcao da
susceptibilidade a oxidacéao lipidica da carne do peixe, preservando sua qualidade
(AROUS et al., 2014; CHIU e LIU, 2014; PONSANO et al., 2014; GRASSI et al., 2016;
MELEIRO et al., 2016; SANTO et al., 2016; VALENTE et al., 2016). O 3-caroteno, por
exemplo, &€ precursor da vitamina A, e outros carotenoides como a luteina e o licopeno
s&o agentes na prevencédo da degeneragdo macular relacionada a idade e do cancer
de prostata, respectivamente (CHEW et al., 2014; ROWLES et al., 2017).

Estudos que avaliam os nutrientes presentes na tilapia sdo frequentemente
realizados a partir do alimento in natura e nao fornecem dados relacionados ao seu
valor nutritivo pés-cozimento. No Brasil, o consumo do peixe cru € menos comum,
e essa carne é comumente preparada empregando processos térmicos que alteram
caracteristicas fisicas e sensoriais (textura, aroma e sabor), bem como a composicéao
quimicado alimento (WEBER et al., 2008). Grelhar € o método caseiro mais empregado,
e vem se popularizando devido aos trabalhos que o classificam como método mais
saudavel com relacéo a auséncia de 6leo no preparo do alimento e a menor oxidagao
dos acidos graxos (CHEUNG et al., 2016; Bl et al., 2017; YU et al., 2017).

O presente estudo teve como objetivo a avaliacdo da incorporacdao dos
carotenoides: 3-caroteno, luteina e licopeno em espécies de tilapia do Nilo (Oreochromis
niloticus) da linhagem GIFT empregando UPLC-APCI- MS/MS, bem como a avaliacéo
da influéncia do processo de grelha nestes filés.

2| METODOLOGIA

Materiais: As fontes de carotenoides adicionadas como aditivos para alimentagao
animal foram: B-caroteno (100%, CVS/pharmacy, EUA); luteina (96% + 4% zeaxantina,
Nature’s Bounty, EUA) e licopeno (100%, Radiance, EUA).

Dietas experimentais: Duas racdes distintas foram elaboradas, sendo elas a dieta
controle (DC) e a dieta suplementada (DS), atendendo as normas nutricionais para
tilapias estabelecidas pelas Tabelas Brasileiras Para a Nutricao de Tilapias (FURUYA,
2010). Aformulagao e composicao quimica das dietas experimentais sdo apresentadas
na Tabela 1.
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Ingredientes Dietas Experimentais

DC DS
Farelo de Milho (%) 40.29 40.29
Farelo de Soja (%) 35.00 35.00
Farelo de Visceras de Aves (%) 5.00 5.00
Farinha de Sangue (%) 4.00 4.00
Farelo de Arroz (%) 13.00 13.00
Fosfato Bicalcico (%) 1.00 1.00
Sal Comum (NaCl) (%) 0.35 0.35
L Lisina (HCI) (%) 0.12 0.12
DL Metionina (%) 0.12 0.12
Cloreto de Colina (%) 0.10 0.10
L —Triptofano (%) 0.02 0.02
Oleo de Soja (%) 1.00 1.00
B- caroteno (mg kg™) - 3000
Licopeno (mg kg™) - =170
Luteina (mg kg™) - ~ 100
Composicao proximal’ / (g 100 g de alimentacao)
Umidade 6.992 +£0.10 6.46° £ 0.07
Cinzas 5422 +0.12 5.492 + 0.037
Proteina bruta 32.212 + 0.506 31.952 +1.67
Lipidios totais 4.26° £ 0.40 6.112+£0.70
Carboidratos 51.162 +0.29 49.932 + 0.85
Valor energético (kcal) 371.54° £ 1.60 382.722 + 3.36
Carotenoides totais® 11.59°+ 1.02 1116.852+ 6.70

be °Resultados expressos como média + S.D, n= 3. Valores com letras diferentes na mesma
linha sao significativamente diferentes (p <0.05) pelo teste t.

¢Resultados expressos em ug 3-caroteno g' de amostra.

Tabela 1-Formulacéo e composicao quimica das dietas experimentais DC e DS (dieta controle e
suplementada, respectivamente)

Ensaio de alimentacdao e amostragem de peixe: Este estudo foi realizado pelo
laboratério de Quimica de Alimentos do Departamento de Quimica da Universidade
Estadual de Maringa (UEM), em parceria com Departamento de Zootecnia, sendo este
responsavel pela Estacdo Experimental de Piscicultura (Codapar, Floriano, Parana,
Brazil), onde foi desenvolvido, no periodo de setembro a outubro de 2016. Um total de
90 tildpias do Nilo da linhagem GIFT, com peso médio inicial de 78,04 + 3,21 g, foram
igualmente divididas em 6 hapas. Durante os primeiros 30 dias, todos os peixes foram
alimentados com a DC para adaptacdo as novas condi¢cdes. ApOs esse periodo, a
primeira amostragem foi coletada (sendo retirados 3 peixes por hapa), e o tempo zero
foi estabelecido, (zero dias de suplementagcao, TO) . Em seguida, foi dado inicio ao
experimento e os hapas foram divididos em dois tratamentos (TC e TS, realizados em
triplicata), sendo que os animais do TS passaram a alimentar-se da DS. Depois de 20
e 40 dias de suplementacao (T20 e T40, respectivamente) novas amostragens foram
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realizadas (sendo coletados 3 peixes por replicata de tratamento). Estes animais foram
sacrificados, pesados e tiveram separados: cabega, filé, carcaca e figado, embalados
a vacuo em sacos de polietileno e armazenados a -18°C até o momento das analises.

Composicao quimica das dietas (CD e SD): Os teores de umidade, cinzas e
proteinas brutas das dietas foram determinados de acordo com os métodos oficiais
AOAC 930.15, 942.05 e 960.52, respectivamente (AOAC, 1990)- O conteudo total
de lipidios das dietas foi extraido de acordo com método estabelecido por Bligh e
Dyer (1959). Os valores de carboidratos foram estimados pela diferenca, e os
valores energéticos das dietas foram calculados com base em fatores de conversao,
carboidratos 4 kcal.g" (17 kd g), proteina bruta 4 kcal g (17 kd g) e lipidios 9 kcal.g™
(37 kdJ g") (ANVISA, 2001).

Concentracao de carotenoides totais: Os filés frescos foram congelados a -18
°C e liofilizados durante 48 h. A carne em p6 utilizada para avaliar a concentracéo de
carotenoides foi obtida por moagem das amostras liofilizadas em moinho (MA 630,
Marconi). O conteudo de carotenoides dos filés e das racdes foi extraido de acordo
com o método de Teimouri, Amirkolaie e Yeganeh (2013). As absor¢cdes das solucdes
foram lidas em triplicata em um espectrofotometro UV-VIS (Genesys 10-S, Thermo
Fisher Scientific) em comprimento de onda de 450 nm. Uma curva de calibracédo foi
obtida usando B-caroteno (93%, Sigma — Aldrich, Brasil) como padrao. Os resultados
foram expressos como mg de -caroteno por 100 g de amostra.

Composicao em acidos graxos: A derivatizagdo dos acidos graxos foi realizada
conforme método proposto por Figueiredo et al. (2016). Os ésteres metilicos de
acidos graxos (EMAG) foram separados por cromatografia em fase gasosa em um
cromatografo a gas, TRACE ™ Ultra Thermo Scientific ™ (Thermo Scientific ™, EUA),
equipado com um detector de ionizagdo de chama (FID) e uma coluna capilar de
silica fundida (100 m x 0.25 mm id, 0.25 ym de cianopropil, CP- 7420 select FAME).
As temperaturas do injetor e do detector foram de 230 e 250 °C, respectivamente.
A temperatura da coluna foi mantida a 165 °C durante 18 minutos, programada a
4 °C. min' até 235 °C, e mantida nesta temperatura por 20 min. O gas de arraste
empregado foi H,, com fluxo de 1.2 ml min”, o gas auxiliar (make-up) foi N, a 30 mL
min', a chama do FID foi produzida com H, (30 mL min') e ar sintético (300 mL min™).
O volume injetado foi de 1.0 pL com injecédo no modo Split, razéo 1/40 (FIGUEIREDO
et al., 2016). Os tempos de retencéo e as areas de pico foram determinados usando o
software Chrom-Quest ™ (Thermo Scientific ™, EUA). Para a identificacdo dos acidos
graxos, os tempos de retencao obtidos foram comparados com padroes de ésteres
metilicos (Sigma, EUA), e a quantificacdo foi realizada utilizando o éster metilico
do &cido tricosandico (Sigma, EUA) como um padrao interno (Pl), de acordo com
Visentainer et al. (2012).

Extracdo de Carotenoides: Os carotenoides dos filés foram extraidos de acordo
com o método proposto por Chacon-Ordoniez et al. (2016).

Analise de B-caroteno, luteina e licopeno por UPLC- APCI MS/MS: Foi utilizado um
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sistema cromatografico UPLC Acquity H-CLASS (Waters, Milford, MA, EUA) acoplado
a um espectrémetro de massa triplo-quadrupolo Xevo TQD, equipado com uma fonte
de ionizacao APCI (Waters, Milford, MA, EUA). A uma taxa de fluxo de 0.050 mL min-
e o volume de injecao da amostra foi de 50.00 pL. Metanol 100% foi empregado
como fase movel. Os parametros MS/MS utilizados para a analise foram: Corrente
e tensdo da Corona 5.4 pyA e 3,0 V, respectivamente; temperatura da fonte, 150 °C;
Tensao do cone, 35 V; Para energia de coliséo foi empregada uma rampa de 25 a 44
eV e temperatura de dessolvatacdo do gas, 550 °C. A fonte de ionizacéo (APCI) foi
configurada no modo ion positivo. A taxa de fluxo de gas de dessolvatacao foi fixada
em 250 L h'. O argbnio (99,9%) de White Martins (RJ, Brasil) foi utilizado como gas
de colisdo a uma presséo constante de 3.00 x 10° mbar. Os softwares MassLynx
e QuanLynx versao 4.1 (Waters) foram empregados para controle de instrumentos,
aquisicao de dados e processamento. O espectrOmetro de massas foi operado no
modo MS, (utilizando o modo MS Scan e modo Daughters Scan). A Tabela 2 resume
0s ions: precursor e produto (encontrados e de acordo com a literatura) (BREEMEN et
al., 2012; CANO et al., 2017).

Compostos Férmula MS Scan Daughter Scan
B-caroteno C,Hs 537.4 457.4;445.4,137.1,
177.2.
Luteina C,,Hs0, 569.4 551.4;477.4;135.1;
119.1;175.2.
Licopeno C,Hes 537.4 457.4;121.1;137.1;
177.2; 413.3.

Tabela 2- Transi¢des de ions selecionados

Amostra real de consumo — Grilling: Os filés de tilapia foram grelhados em grill
(Philco jumbo inox, Brasil) com o termostato ajustado em 3. Atemperatura e a duracéo
do cozimento das amostras foram estabelecidas em ensaios preliminares (temperatura
de cozimento de aproximadamente 180 °C e tempo de cozimento de aproximados
15 min). As temperaturas da superficie da carne e da superficie da grelha foram
registradas com termdmetro digital com infravermelho (INCOTERM SCAN TEMP ST-
400). Apos a temperatura de ensaio ter sido alcancada, os filés foram grelhados, sem
qualquer adicdo de temperos, em torno de 5 min de cada lado.

Andlises estatisticas: Os dados foram apresentados como média e desvio padrao
(SD). O software Assistat® v. 7.7 (SILVA e AZEVEDO, 2016) foi utilizado para analises
dos testes de Tukey e teste t de Student (p <0.05).
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31 RESULTADOS E DISCUSSAO

As composi¢des proximais das dietas DC e DS experimentais foram avaliadas e
comparadas (Tabela 1) pelo teste t com 5% de significancia (p <0.05), ndo resultando em
diferenca estatistica entre os valores de cinzas, proteinas e carboidratos. Os resultados
de lipidios totais diferiram estatisticamente, fato este que pode ser explicado pelo uso
da metodologia de extracdo escolhida, em que séo extraidos todos os compostos
apolares. Como os carotenoides tem esta caracteristica também foram extraidos, e
por isto, a racéo de TS apresentou maior percentual deste constituinte. Isso pode ser
comprovado verificando o resultado para acidos graxos nestas racdes (Tabela 3), que
nao diferiram significativamente. Portanto, as dietas apresentaram-se isoproteicas,
porém néo isocaléricas.

Também foram estabelecidos os valores de carotenoides totais dos tratamentos
testados (Tabela 1), conforme esperado a racédo DS apresentou concentracbes em
carotenoides muito superiores em comparacéo a DC.

Na Tabela 3 estdo dispostas as concentracdes de acidos graxos das dietas
utilizadas.

Dietas Experimentais

Acidos graxos

DC DS
16:0 4.452+0.11 4762+ 0.37
16:1n-9 0.0252+ 0.004 0.0262+ 0.002
16:1n-7 0.122+0.01 0.112+0.01
18:0 1.422+0.05 1.592+0.16
18:1n-9 8.062+0.23 8.392+ 0.61
18:1n-7 0.542+0.03 0.532+0.04
18:2n-6 (LA) 13.552+0.15 14.892+ 0.96
18:3n-3 (LNA) 1.072+0.02 1.162+0.08
AGS 5.872+0.16 5.742+ 0.52
AGMI 8.752+ 0.26 9.062+0.65
AGPI 14.622+0.17 16.642+ 1.04
n-6 13.552+0.15 14.882+ 0.96
n-3 1.07 2+ 0.02 1.162+0.08
n-6/n-3 12.702+ 0.11 12.882+0.12
AGPI/AGS 2492+ 0.04 2.532+0.05

Resultados expressos como média + S.D, n= 3. Valores com letras diferentes na mesma linha
sao significativamente diferentes (p <0,05) pelo teste t. AGS= total de acidos graxos saturados;
AGMI= total de acidos graxos monoinsaturados; AGPI= total de acidos graxos poli-insaturados;

n-6= total de acidos graxos 6mega 6; n-3= total de acidos graxos édmega 3; n-6/n-3= taxa de
6mega 6/6mega 3; AGPI/AGS= total de acidos graxos poli-insaturados/ total de acidos graxos
saturados.

Tabela 3- Quantificagéo de acidos graxos (mg g de amostra), n-6/n-3 e relagcdes AGPI/ AGS
das dietas experimentais

Como era esperado, ja que a mesma fonte lipidica (6leo de soja) foi empregada
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nas elaboracdes de ambas as ragcdes (DC e DS), ndo houve diferenca estatistica entre
elas para concentragcdo de todos os acidos graxos analisados.

Quanto ao peso corporal final dos animais e ganho de peso ao longo do periodo
de estudo nao houve diferencgas significativas entre os tratamentos testados. Os dados
indicaram que, para ambos os tratamentos, 0os animais atingiram um mesmo peso
médio de 132 g. Valente et al. (2016) e Grassi et al. (2016) em avaliagao dos efeitos
de diferentes fontes de carotenoides em dietas para tilapias do Nilo, ao longo de 68
e 80 dias respectivamente, também ndo observaram alteracdo no desempenho de
crescimento dos animais suplementados. Contudo, diferencas no teor de carotenoides
totais dos filés foram constatadas por esses autores.

As concentragdes de carotenoides totais dos filés crus (Tabela 4) nos trés tempos
de coleta (0, 20 e 40) dos tratamentos desenvolvidos foram comparadas entre si e
entre os tratamentos, pelo teste t com 5% de significancia (p <0.05).

Tratamentos Experimentais

Tempo de Coleta

TC TS
40 5.772+0.80 6.202+1.53
20 2.08% +0.41 1.38°+0.24
0 2.82°+0.03 2.22>+0.58

Resultados expressos como média + S.D., n= 3. Valores com letras diferentes sao
significativamente diferentes (p <0.05) pelo teste t.

Tabela 4- Carotenoides totais dos filés de tilapia crus (1g B-caroteno g de amostra)

Os resultados de carotenoides totais dos filés crus ndo indicaram diferenca
estatistica como efeito da suplementacéo fornecida. Esses filés foram entao grelhados
e o0s valores de carotenoides totais foram novamente determinados (Tabela 5), a
fim de avaliar o consumo real de carotenoides ap6s o processo de cozimento. Os
resultados para os filés grelhados evidenciaram um aumento no teor de carotenoides
totais dos filés TS, de aproximadamente 75% e 35% para T20 e T40, respectivamente.
Eriksen e colaboradores (2016) em estudo da liberagdo de carotenoides de espinafres
apoOs processo de aguecimento, também relataram aumentos de 20 a 70% nos teores
de luteina e B-caroteno das folhas cruas para as cozidas. Possivelmente devido a
facilitacdo na extracao dos carotenoides pos-cozimento.
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Tratamentos Experimentais

Tempo de Coleta

TC TS
40 252 +0.13 8.322+1.91
20 0.849+0.14 2.42°+0.31
0 2.10°¢ +0.29 3.91°+0.38

Resultados expressos como média + S.D., n= 3. Valores com letras diferentes séo
significativamente diferentes (p <0.05) pelo teste t.

Tabela 5- Carotenoides totais dos filés de tilapia grelhados (ug B-caroteno g' de amostra)

Ja Phan-Thi et al. (2016) no monitoramento da isomerizacéo e degradacao do
B-caroteno como efeito do tratamento térmico, simulando o processo de formulacao
de um alimento funcional, constataram a conversao do trans-f-caroteno (forma inicial),
ap6s o0 aquecimento, para o cis-B-caroteno, de maior disponibilidade, devido a sua
maior solubilidade. Sendo assim, o caroteno também seria mais facilmente extraido e
por isso, o teor de carotenoides final seria aumentado.

Ainda, Cooperstone, Francis e Schwartz (2016) que estudaram os efeitos do
processamento térmico sobre o licopeno, discutem como consequéncias, o aumento da
biodisponibilidade desse caroteno e a isomeriza¢ao para forma cis, mais biodisponivel.
Além do aumento da liberagao do licopeno a partir da matriz alimentar. Fatores que
poderiam justificar o aumento dos carotenoides totais dos filés apbds serem grelhados.

As composicoes de acidos graxos dos filés de tilapia crus foram comparadas pelo
teste de Tukey com 5% de significancia (p <0.05) entre TO, T20e T40de TC e TS. Foram
encontrados no total, 26 acidos graxos nos filés de tilapia crus nos diferentes tempos
de TC e TS. Dentre o AGS o de maior concentragéo foi o acido palmitico, dos AGMI,
o oleico e dos AGPI o acido linoleico. As concentracdes de LNA diferiram, pelo teste
estatistico entre os tratamentos, sendo T20 e T40 do TS foram os que apresentaram
0s maiores valores de LNA (0,256 e 0,124 mg g'de LT, respectivamente). Em virtude
disso, os filés suplementados T20 foram os unicos que resultaram em taxas de n-6/n-3
dentro do valor recomendado por Simopoulos, que indicou doses entre 1/1 até 4/1
para prevencao de doencgas cronicas e inflamatérias, enquanto que os demais valores
excederam levemente essa proporcao (SIMOPQOULOS, 2002). Quanto as taxas de
AGPI/AGS, todos os filés apresentaram razao superior ao minimo recomendado pelo
Department of Health and Social Security de 0.45 (DEPARTMENT OF HEALTH AND
SOCIAL SECURITY, 1984). Os valores de AGPI/AGS obtidos para TS foram iguais
estatisticamente comparados a TC; com excecao de T20 do TS, cujo valor foi o maior
(1,14 mg g'de LT).

Com relacao aos niveis de acidos graxos essenciais poli-insaturados de cadeia
longa: acido araquiddnico (AA; 20:4n-6), acido eicosapentaenoico (EPA; 20:5n-3) e
acido docosahexaenoico (DHA; 22: 6n-3), T20 e T40 de TS apresentaram diferenca
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estatistica quando comparados a TC para os niveis de AA e EPA, sendo que os filés
T20 de TS, além desses foram superiores aos demais também para os niveis de DHA.
O aumento nas concentracdes de EPA e DHA nos filés T20 de TS pode ser atribuido
a maior concentracéo de acido a-linolénico (precursor da série de acidos graxos n-3),
encontrado nessas mesmas amostras. Estes maiores niveis de AGPI encontrados
estdo associados a presenca dos carotenoides, responsaveis nao sé por propiciar
maior valor nutricional aos filés, mas principalmente por neutralizar os radicais livres
durante o armazenamento, antes da oxidacdo desses &cidos graxos na membrana
celular.

Navarro et al. (2012) que suplementou tilapias com vitamina E, também atribuiu o
aumento dos AGPI nas carcacas suplementadas. a atividade antioxidante do composto
incorporado através da dieta. Este perfil de resultados também foi observado por
outros autores, ao avaliarem os efeitos da oxidacao em diferentes partes de tilapias
suplementadas com carotenoides, através de analises dos efeitos do armazenamento,
efeito de resposta a estresse ambiental, rancidez dos filés e conteudo lipidico (AROUS
et al., 2014; GRASSI et al.,, 2016; SANTO et al., 2016). Assim como no presente
estudo, esses autores também constataram o aumento nos niveis dos compostos
incorporados, apesar da atividade de protecao contra oxidacao de outras moléculas
levar a degradacao da molécula de carotenoide (GUERIN et al., 2003).

Os filés de TS, depois de grelhados, tiveram novamente suas composi¢cdes em
acidos graxos determinadas e comparadas com a composicao dos mesmos filés crus
pelo teste de Tukey com 5% de significancia (p <0.05) entre TO, T20 e T40. Os mesmos
26 4cidos graxos encontrados nos filés crus foram determinados nos filés grelhados. Os
acidos graxos majoritarios de cada classe também permaneceram os mesmos (acido
palmitico, oleico e linoleico). Apds o cozimento, os filés T40 passaram a apresentar o
maiorteorde LA, antesiguais pelo teste estatistico paratodos os tempos de coleta, como
nao foi usada nenhuma fonte lipidica no processo, essa inversao, (observada somente
para o maior tempo de suplementacéo), poderia estar relacionada ao rompimento
da barreira fisica dos carotenoides incorporados (parede celular e cromoplastos)
em virtude do processamento térmico, 0 que decorre na promocao do conteudo de
carotenoides e de sua biodisponibilidade, a partir do qual essas moléculas podem
exercer sua atividade de protecao contra oxidacao dos AGPI, neste caso promovida
pelas altas temperaturas da grelha (PALMERO et al., 2014; PHINNEY et al., 2017).
O efeito protetor dos carotenoides também pode ser responsavel pela manutencéao
das concentracdes de acido a-linolénico nos filés T40 grelhados, contra a oxidagcao
resultante da temperatura de aquecimento. O aumento nos teores de n-6 nesse caso
repercutiu no aumento da relacéo n-6/n-3. No que diz respeito aos filés T20 grelhados,
foi constatada uma diminuicdo na concentracdo de LNA comparada aos filés crus,
por consequéncia os filés T20 grelhados apresentaram relagdo n-6/n-3 superior a dos
files crus. Logo, todos os tempos de coleta ultrapassaram moderadamente o valor
recomendado (n-6/n-3 igual 1/1 até 4/1) (SIMOPOULOS, 2002). Os mesmos fatores
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que alteraram as relacdes n-6/n-3, foram responsaveis pela queda na taxa AGPI/AGS
dos filés T20 grelhados, ja para T40 a proporcdo se manteve inalterada a dos filés
crus pelo teste estatistico, sendo que todos os tempos ainda atenderam ao minimo
recomendado de 0.45 (OZOGUL e OZOGUL, 2007)-

Os resultados atuais apresentaram manutencao dos teores dos acidos graxos,
praticamente em sua totalidade, o que pode estar correlacionado tanto as condi¢des
utilizadas no processo de grelhar os filés (temperatura e tempo de cozimento), quanto
ao efeito antioxidante dos carotenoides suplementados.

Phan-Thi et al. (2016) em seu estudo sobre a capacidade antioxidante do
B-caroteno, esclarece que a localizagcdo do antioxidante entre as fases hidrofilicas
e hidrofébicas da membrana celular poderiam reduzir o efeito oxidante na célula. O
B-caroteno, por sua vez, devido ao seu tamanho e carater hidrofobico, localiza-se no
interior da bicamada de membrana, afetando sua fluidez e surtindo efeito protetor
contra a peroxidacao lipidica e o dano a proteina lipidica. O licopeno como isémero
e também detentor dessas propriedades provavelmente exerceria 0 mesmo papel,
contribuindo assim para a manutencéo dos teores de 4cidos graxos dos filés grelhados.

UPLC- APCI MS/MS: No processamento de dados, o espectro do branco foi
subtraido do espectro da amostra, a partir desse resultado os centroides foram gerados.
Os ions selecionados: B-caroteno, licopeno (537.4 m/z) e luteina (569.4 m/z) (Tabela
2) tiveram suas intensidades comparadas entre os tratamentos e entre os diferentes
tempos de suplementacéao, a fim de averiguar se realmente houve incorporacao destes
compostos, sendo estes resultados apresentados no Grafico 1.
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B-carotene (C) ™ B-carotene (5) ™ Lycopene (C) M Lycopene (S) © Lutein (C) O Lutein (5)

Tempo 40
Tempo 20

Tempo 0

Grafico 1- Comparagéao das intensidades relativas dos ions 537.4 e 569.4 entre os filés crus dos
tratamentos: controle (TC) e suplementado (TS)

Houve um aumento consideravel das intensidades relativas das razbes m/z
atribuidas aos carotenoides nos filés suplementados, comparadas aos filés controle.
Aumento atribuido a incorporacédo dos carotenoides, das dietas enriquecidas, pelas
tilapias suplementadas. Os filés suplementados grelhados também foram avaliados
quanto a presenca das massas referentes aos carotenoides, e as intensidades
resultantes foram comparadas com as dos filés crus. Os resultados encontram-se no
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Grafico 2.
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Gréfico 2- Comparacao das intensidades relativas dos ions 537.4 e 569.4 entre os filés do TS,
grelhado (G) e cru (C)

Os resultados observados no Grafico 2 vao de acordo com padrao encontrado
para os valores de carotenoides totais dos filés suplementados crus e grelhados.
O aumento das intensidades relativas pds-cozimento deve-se provavelmente as
mesmas razdes mencionadas para os carotenoides totais. Ainda, pode ser ocasionado
também pelo rompimento da parede celular e dos cromoplastos, onde estao
situados os carotenos, em resposta ao processamento térmico, por consequéncia
rompendo a barreira fisica e acrescendo o conteudo de carotenoides, bem como sua
biodisponibilidade (PALMERO et al., 2014; PHINNEY et al., 2017).

41 CONCLUSOES

A suplementacéo da GIFT com os carotenoides, B-caroteno, luteina e licopeno, foi
capaz de produzir, além da incorporacédo dos compostos, indices n-6/n-3 satisfatorios
e valores recomendaveis de AGPI/AGS. Ainda, ao grelhar os filés suplementados, foi
possivel observar efeito contra oxidacao lipidica, resultando em geral na preservacéo
dos indices de acidos graxos essenciais, mesmo apds processamento térmico. Ao
mesmo tempo, foram melhorados os conteudos de carotenoides totais dos filés através
do cozimento. Dessa forma, a suplementacéo foi efetiva ao promover a qualidade
do alimento, inclusive apds preparo para consumo, sendo considerada viavel como
aditivo na alimentacao de tilapias.
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