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RESUMO

Tese de Doutorado
Programa de P6s-Graduacao em Ciéncia e Tecnologia dos Alimentos
Universidade Federal de Santa Maria

OLEO ESSENCIAL E INFUSAO DE Aloysia triphylla: EFEITOS NA
ESTABILIDADE DA CARNE DE JUNDIA (Rhamdia quelen)
AUTORA: ANA PAULA DANIEL
ORIENTADORA: TATIANA EMANUELLI
Data e Local de Defesa: Santa Maria, 22 de agosto de 2014.

O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos do 6leo essencial de Aloysia triphylla (OAT) e da
infusdo de A4. triphylla (IAT) na estabilidade da carne de jundia (Rhamdia quelen) com énfase nas alteragdes
microbioldgicas, quimicas e sensoriais do pescado. O a-citral (29,4%) e o PB-citral (20,8%) foram os
compostos majoritarios do OAT, seguidos do limoneno (11,9%). Na IAT foram identificados como
compostos majoritarios a isoquercetrina > acido rosmarinico > luteolina. No 1° experimento avaliou-se a
atividade antimicrobiana do OAT contra cepas isoladas de alimentos, a estabilidade microbiologica de filés
refrigerados apds imersdo em solucdo de OAT, bem como as alteragdes microbioldgicas durante a
armazenagem sob refrigeracdo de jundids inteiros previamente sedados com OAT durante o transporte in
vivo. Os ensaios in vitro revelaram que o OAT apresenta agdo inibidora forte contra Staphylococcus aureus e
Enterococcus faecalis, ¢ moderada contra Escherichia coli, Enterobacter aerogenes, Salmonella
Typhimurium, Salmonella Choleraesuis e Salmonella Enteritidis, mas ndo inibe Pseudomonas aeruginosa.
Os filés imersos em OAT 30 ou 40 uL/L apresentaram menores contagens de micro-organismos mesofilos e
psicrotroficos que o controle (p<0,05) ao longo do armazenamento. Os peixes sedados com 40 puL/L de OAT
durante o transporte tiveram contagens de psicrotréficos menores que o controle apos 7 e 28 dias (p<0,05),
enquanto as contagens de mesofilos foram semelhantes ao controle durante o armazenamento. No 2°
experimento foi investigado se o uso do OAT na agua (0, 30 ou 40 pL/L) como sedativo durante o transporte
de jundiés pode retardar as modificagdes quimicas e sensoriais do pescado inteiro refrigerado. A exposicao
do jundia a 40 uL/L de OAT durante o transporte retardou o inicio do rigor mortis, bem como a degradagao
de inosina 5 -monofosfato em inosina comparado ao controle (p<0,05), prolongando o frescor do pescado.
Os peixes expostos a 30 ou 40 pL/L de OAT receberam menor escore sensorial de demérito que o controle
(p<0,05) apos 10 dias de armazenamento, enquanto os expostos a 40 pL/L de OAT apresentaram maior vida
util (35 dias em gelo) que o controle (p<0,05). No 3° experimento foi avaliado se o uso do OAT na agua
como sedativo durante o transporte de jundias influencia a estabilidade lipidica dos filés do pescado durante o
congelamento. A exposi¢do 30 e 40 pL/L de OAT resultou em maior teor inicial de produtos primarios da
oxidagdo lipidica (dienos conjugados, DC) nos filés, enquanto os filés dos peixes expostos a 40 uL/L de OAT
apresentaram menor teor de produtos secundarios da oxidagdo lipidica (substancias reativas ao acido
tiobarbiturico, TBARS) que os peixes controle apds 6, 9 e 17 meses de congelamento (p<0,05). No 4°
experimento avaliou-se a atividade antioxidante da IAT in vitro e a estabilidade lipidica e cor instrumental de
filés congelados apos a imersdo em agua destilada (controle) ou IAT (1, 2,5 ou 5%). O efeito antioxidante da
IAT (1-5%) foi constatado pelos menores valores DC apds 7 meses de congelamento, bem como valor de
TBARS inferior ao controle apds 4, 7 e 10 meses de congelamento nos filés tratados. Independente do tempo
de armazenagem, o tratamento com IAT 5% reduziu a luminosidade, aumentou a tendéncia ao amarelo e o
croma comparado aos filés controle, enquanto o tratamento com IAT 2,5% aumentou apenas a tendéncia ao
amarelo. No entanto, a variagéo total de cor dos filés tratados com IAT 2,5 ¢ 5% ao longo do congelamento
foi menor que nos filés controle (p<0,05). Os resultados indicam que o OAT possui atividade antimicrobiana
contra patdgenos e micro-organismos indicadores de qualidade dos alimentos. Além disso, a utilizagdo do
OAT como um sedativo na agua de transporte de jundias prolongou o frescor e aumentou a vida 1til do
pescado inteiro refrigerado, além de retardar a oxidagdo lipidica dos filés durante o armazenamento
congelado. A imersdo de filés de jundias na IAT retardou a oxidacdo lipidica e as mudangas na coloragdo
durante o armazenamento congelado, podendo estender a vida util dos filés. Estes resultados indicam o
grande potencial da A. triphylla na area de processamento pescados, tanto no tratamento pré-abate (sedativo)
como pos-abate (aditivo alimentar natural).

Palavras-chave: Aloysia triphylla. Terpenoides. Polifenodis. Antimicrobiano. Antioxidante. Pescado.
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This study has aimed to evaluate the effects of treatments with essential oil (OAT) and infusion of
Aloysia triphylla (IAT) on microbiological, chemical and sensory stability of silver catfish (Rhamdia quelen).
a-citral (29.4%) and B-citral (20.8%) were the main components of OAT, followed by limonene (11.9%).
Major compounds identified in the IAT were isoquercetrin > rosmarinic acid > luteolin. Experiments were
divided in four parts in which the first has was aimed at evaluating the antimicrobial activity of OAT against
foodborne bacteria strains, the microbiological stability of silver catfish fillets refrigerated after dipping in
OAT solution and the microbiological changes during the ice storage of whole silver catfish previously
sedated with OAT during the transport in vivo. In vitro assays revealed that the OAT has strong inhibitory
activity against Staphylococcus aureus and Enterococcus faecalis, and moderate inhibitory activity against
Escherichia coli, Enterobacter aerogenes, Salmonella Typhimurium, Salmonella Choleraesuis and
Salmonella Enteritidis, but does not inhibit Pseudomonas aeruginosa. Fillets imersed in 30 or 40 pL/L of
OAT had lower mesophilic and psychrotrophic counts than control (p<0.05) during storage. Entire refrigerat
fish that were previously sedated with 40 uL/L of OAT slowed lower counts for psychrotrophic at the 7™ and
28" days of storage than control (p<0.05), whereas the mesophilic counts were similar to the control during
storage. The 2n experiment has aimed at determine whether the use of OAT in the water (0, 30 or 40 pL/L)
to sedate silver catfish during transport action would delay the chemical and the sensory post mortem changes
of refrigerated whole fish. Fresheness of entire silver catfish was extented by sedation with 40 pL/L of OAT
as indicated by the delay in the onset of rigor mortis and in the degradation of inosine 5'-monophosphate into
inosine compared to the control (p<0.05). Fish exposed to 30 or 40 pL/L OAT received lower demerit scores
than the control (p <0.05) in sensory evaluation after 10 days of storage, whereas fish treated with 40 pL/L of
OAT had higher shelf life (35 days in ice) than the control (p<0.05). In the 3 experiment, we assessed
whether the use of OAT in the water to sedate silver catfish during transport would influence the lipid
stability of fish fillets during frozen storage (17 months). The fillets from fish exposed to 30 and 40 pL/L of
OAT had higher initial content of primary products of lipid oxidation (conjugated dienes, CD) than control
fillets, whereas the fillets from fish exposed to 40 uL/L of OAT had lower content of secondary products of
lipid oxidation (thiobarbituric acid reactive substances, TBARS) after 6, 9 and 17 months of frozen storage
than control fillets (p<0.05). The 4™ experiment was aimed at evaluating the in vitro antioxidant activity of
IAT and the lipid stability and instrumental color of frozen fillets after immersion in distilled water (control)
or IAT (1, 2.5 or 5%). The antioxidant effect of IAT (1-5%) was demonstrated as the treated fillets had lower
CD values after 7 months of storage, as well as lower TBARS value than control after 4, 7 and 10 months of
storage. Regardeless of the storage time, the treatment with 5% IAT reduced brightness, increased the
yellowness and chroma compared to control fillets, whereas the treatment with 2.5% IAT only increased the
yellowness. However, the total color change during the storage of fillets treated with 2.5 and 5% IAT was
lower than in control fillets (p <0.05). These results indicate that OAT has antimicrobial activity against
foodborne bacteria. Furthermore, the use of OAT as a sedative in the transport of silver catfish extended the
freshness and increased shelf life of the refrigerated whole fish, and also delayed lipid oxidation of the fillets
during frozen storage. Dipping silver catfish fillets in IAT delayed lipid oxidation and color changes during
frozen storage, which can extend the shelf life of fillets. These results indicate the great potential of A.
triphylla in the fish processing sector as a pre-slaughter treatment (sedative) or in the post-slaughter period
(natural food additive).

Keywords: Aloysia triphylla. Terpenoids. Polyphenols. Antimicrobial. Antioxidant. Fish.
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INTRODUCAO

Apos o abate, o pescado torna-se altamente perecivel, o que leva a alteragdes
associadas com a perda de qualidade, tais como hidrdlise, oxidacdo lipidica e protéica,
formagao de aminas (volateis e biogénicas) e alteragdes microbioldgicas, resultando em
modificagdes na cor, sabor e textura (HULTMANN et al., 2012).

O curso e a velocidade destas alteracdes € critico para determinar a qualidade e a
vida 1til dos pescados e seus derivados, sendo necessario o desenvolvimento de estratégias
para minimizar ou retardar essas mudancas (BOSWORTH et al., 2007). Desta forma, a
busca por substancias quimicas naturais que apresentem baixa toxicidade e, com potencial
de aplicacdo na aqiiicultura e industria de alimentos, estimula o estudo de compostos
bioativos presentes em Oleos essenciais e/ou em infusdes de plantas, como a Aloysia
triphylla. Esta planta ¢ caracterizada pela sua agdo sedativa e calmante, e popularmente
conhecida por cidré ou erva-luisa (PASCUAL, 2001; VALENTAO, et al. 2002; PARODI
etal., 2012).

Considerando as evidéncias prévias da ac¢do sedativa, antioxidante e antimicrobiana
dessa planta (CARNAT et al, 1999; VALENTAO, et al. 2002; BURT, 2004;
ZAMARANO-PONCE et al., 2006; PARODI et al., 2013) o seu uso como anestésico no
pré-abate, poderia melhorar a estabilidade quimica e microbioldgica da carne pds-abate.
Da mesma forma, as infusdes desta planta, ricas em compostos fendlicos (CARNAT et al.,
1999) poderiam ser eficazes como aditivos antioxidantes para uso em alimentos
processados, uma vez que o mercado consumidor encontra-se interessado em compostos

naturais que possam substituir os aditivos quimicos sintéticos.
1.1 Jundia

O jundié é um peixe de agua doce que habita rios com fundo arenoso, lagos e pocos
fundos dos rios, preferindo os ambientes de dguas mais calmas, proxima as margens e
vegetacdo, sendo conhecido popularmente no Brasil como: jundia, jundia-tinga, jandia,
jandia-tinga, mandi e sapipoca (GOMES et al., 2000). O seu nome cientifico ¢ Rhamdia
quelen e pertence a seguinte divisao taxonomica: Classe: Osteichthyes, Série: Teleostei,
Ordem: Siluriformes, Familia: Heptapteridae, Género: Rhamdia, Espécie: R. quelen

(SILFVERGRIP, 1996 apud GOMES et al., 2000). Este peixe encontra-se geograficamente
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distribuido desde o centro da Argentina até¢ o sul do México (GOMES et al., 2000). O
cultivo do jundid estd aumentando no sul do Brasil, sendo uma das espécies mais
promissoras da cadeia produtiva da piscicultura desta regido (BARCELLOS;
FAGUNDES; FERREIRA, 2013). Este fato deve-se ao jundid ser uma espécie nativa,
adaptada ao ambiente da regido sul do Brasil, que se reproduz com facilidade, aceita bem o
alimento exodgeno ou artificial e apresenta rapido crescimento (BALDISSEROTTO;
RADUNZ NETO, 2004). Além disso, ¢ uma espécie euritérmica que tolera as baixas
temperaturas da regido sul. Ele também apresenta carne saborosa, um filé sem espinhos de
Otima qualidade e com rendimento na filetagem sem pele de 30 a 42% (KUBOTA;
EMANUELLI, 2004). A criagdo do jundia pode ser por cultivo semi-intensivo e de acordo
com as suas caracteristicas pode ser cultivado através do policultivo com carpas e tilapias,
ou monocultivo intensivo em tanques-redes e tanques escavados (BALDISSEROTTO;
RADUNZ NETO, 2004).

O jundid (R. quelen) ¢ um peixe de couro, cuja coloragdo ¢ influenciada pela
luminosidade do ambiente, variando de marron-avermelhado claro a cinza, com a parte
ventral do corpo mais clara (BALDISSEROTTO; RADUNZ NETO, 2004). Este peixe é
omnivoro, com preferéncia por peixes, crustaceos, insetos, restos vegetais, e detritos
organicos, sendo que o seu ganho de peso didrio ¢ em torno de 1,3 g/dia, podendo atingir
50 cm de comprimento e 3 kg de peso corporal (GOMES et al., 2000; BARCELLOS et al.,
2012).

A composi¢do quimica dos pescados pode variar de acordo com fatores como
espécie, idade, sexo, estacdo do ano, fatores ambientais, alimentacdo, por¢cdo do peixe
analisada, entre outros (EMANUELLI; PICOLLO, 2013). Desta forma, a composi¢do do
fil¢ de jundia depende da sua dieta e geralmente pode variar entre 15,5 a 20,8 g% de
proteina e entre 2,5 a 8 g% gordura (LAZZARI et al.,, 2006; WEBER et al., 2008;
BARCELLOS et al., 2012, VEECK et al., 2013; EMANUELLI; PICOLLO, 2013). Os filés
cru de jundid apresenta uma rica composi¢do de acidos graxos, com destaque para os
acidos oleico (C18:1n-9, aproximadamente 30% do total de acidos graxos), linoleico
(C18:2n-6, aproximadamente 19%) e palmitico (C16:0, aproximadamente 25%), enquanto
que as concentragdes dos acidos graxos n-3 de cadeia longa, DPA e DHA foram de 1,2 e

3,9%, respectivamente (WEBER et al., 2008; EMANUELLI; PICOLLO, 2013).
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Figura 1: Peixe inteiro (A) e filé (B) de Jundid (Rhamdia quelen)

Fonte: Arquivo pessoal da autora

A producdo do jundid (Rhamdia quelen) vem crescendo a cada ano em torno de
354,7 toneladas em 2011 (BRASIL, 2013), impulsionada pelas vantagens zootécnicas da
espécie, e pelos resultados das pesquisas, experimentos e agdes de extensao realizadas por
diversas entidades publicas e privadas como a UFSM, UPF, UFSC, UFPR, IPESCA,
CAUNESP, USP ¢ ESALQ (AMARAL JUNIOR et al., 2011). O levantamento estatistico
divulgado pelo Ministério da Pesca e Aquicultura em 2011 revela que a producao de
pescado atingiu 628,7 mil toneladas, o que representa um crescimento de 31,1% em
relacdo ao ano de 2010, além de um aumento de consumo per capita no Brasil de 9,75
quilos em 2010, para 11,17 quilos em 2013 (ROCHA et al., 2013). Este crescimento no
consumo de pescados no Brasil, provavelmente estd relacionado com as politicas e
campanhas publicitarias do governo federal que buscam promover o produto e o setor,
além do desenvolvimento da culinaria e gastronomia, explorando os beneficios a saude

humana e as caracteristicas proprias dos pescados (SEBRAE, 2014).

Os pescados sdo fonte importante de proteinas e contém alta proporcdo de acidos
graxos poli-insaturados n-3, que possuem papel fisiologico importante contribuindo na
prevencado algumas doengas degenerativas como esclerose multipla e doenga de Alzheimer
(ZAMARIA, 2004; FOTUHI; MOHASSEL; YAFFE, 2009). A carne de pescado ¢ um
alimento saudavel e ao mesmo tempo funcional, tornando-se cada vez mais importante a
sua presenga na dieta, uma vez que € a principal fonte de acidos graxos n-3 de cadeia longa
da dieta humana (FOGACA et al., 2009; ZAMARIA, 2004). A Organizacao Mundial da
Saude (OMS) recomenda o consumo anual de pelo menos 12 quilos de pescado por

habitante/ano (FAO, 2012) numero acima da média dos brasileiros que ¢ cerca de 11,17
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quilos por habitante/ano (BRASIL, 2013). Assim, as estratégias de marketing para o
aumento do consumo de pescados exigem articulagdo entre o setor produtivo, comerciantes
e instituigdes de pesquisa, devido ao envolvimento de diferentes segmentos da area como
os setores de insumos, produgdo, beneficiamento, logistica e comercializa¢ao, abrangendo
assim todos os elos da cadeia produtiva (SEBRAE, 2014). A cadeia produtiva do pescado ¢
muito dindmica e complexa, uma vez que depende de caracteristicas intrinsecas do pescado
(facilmente perecivel), da distancia dos centros consumidores, descontrole entre oferta e
demanda, questdes legais e pouco habito de consumo de pescados pela populacao
brasileira (SEBRAE, 2014). Desta forma, destaca-se a necessidade de pesquisas e o
desenvolvimento de estratégias para minimizar ou retardar os processos de deterioracao de
pescados, a fim de ampliar e promover uma cadeia produtiva de pescados de agua doce,

como o jundia, com qualidade e seguranca alimentar para os consumidores.

1.2 Manejo de peixe e o estresse

Na aqliicultura comercial, algumas praticas realizadas com frequéncia durante o
cultivo de peixes, como a biometria, analises patoldgicas, implantes hormonais, manuseio
e transporte, expde os peixes a fatores estressantes que podem afetar seu desempenho
(BARTON, 2000; PARODI et al., 2012). Estas praticas, geralmente, causam danos fisicos
aos peixes, além de aumentar sua atividade muscular antes do abate, o que pode antecipar
o inicio do rigor mortis ¢ consequentemente, afetar a textura e qualidade da carne
(NAKAYAMA et al., 1992).

Os principais pontos criticos na producao de peixes como a alimentagdo, o manejo, a
qualidade da 4gua, densidade de estocagem, o transporte e o abate tem uma grande
importancia na produtividade de pescados ¢ podem interferir na satide e no grau de bem-
estar desses animais (PEDRAZZANI et al., 2007). Procedimentos pré-abate que
minimizem a dor, medo, excitacdo ou estresse dos peixes garantem o bem-estar animal
(BAGNI et al., 2007). As medidas utilizadas para a avaliagdo do bem-estar dos peixes nao
podem ser isoladas, sendo necessdrias associagcdes entre as medidas fisioldgicas de
estresse, como a liberacdo de cortisol em resposta a atividade ou excitagdo, com as
medidas comportamentais de estresse em determinadas situagdes, possibilitando uma

melhor compreensdo do bem-estar (ASLEY, 2007).
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Os peixes apresentam as vias neuroenddcrinas do estresse muito semelhantes a
outros vertebrados, e dependem do sistema adrenérgico e do eixo hipotalamo-pituitéria-
interrenal (WEBER, 2011). Quando expostos a fatores estressantes, ocorre liberagdao de
hormonios na corrente sanguinea, como as catecolaminas e o cortisol (ROSS; ROSS,
2008). A liberagdo de catecolaminas (adrenalina e noradrenalina) resulta em respostas
imediatas como a chamada reacdo de luta ou fuga, ja a liberagdo dos hormonios esteroides
(cortisol) provoca menos efeitos imediatos, porém tem efeitos com duragdo mais
prolongada (ROSS; ROSS, 2008). A resposta ao estresse avaliada durante o manejo de
captura e transferéncia dos animais de um tanque para outro, em ambos 0s Sexos,
apresentou pico de formagdo de cortisol apés uma hora da exposi¢do ao estresse
(BARCELLOS et al., 2001). Barcellos et al. (2011) demosntraram que quando os peixes
sdo expostos ao estresse, os niveis basais de cortisol aumentam lh apds o manuseio,
liberando algum fator quimico na agua, pois quando outros peixes sdo expostos a ests agua
onde estava o peixe estressado, seus niveis de cortisol também aumentam, porém mais
tarde (2h apos).

Outra resposta fisioldgica ao estresse € o estresse oxidativo que resulta no
desequilibrio entre a formacdo de espécies reativas (ERs) e a remoc¢do destas espécies
pelos sistemas de defesa antioxidantes, as quais podem causar danos em lipidios, proteinas
e no acido desoxirribonucléico (DNA) (LUSHCHAK, 2011). As reacgdes oxidativas
ocorrem normalmente durante o metabolismo aerobico e a quantidade de ERs produzida ¢
controlada pela agdo de antioxidantes. Porém, durante o estresse, o aumento na producao
de ERs ou uma reducdo nas defesas antioxidantes promove a perturbagdo do estado redox,
modificando o metabolismo celular e sua regulacdo, o que danifica os componentes
celulares (LUSHCHAK, 2011).

O estresse oxidativo pode ser avaliado pela modificagao dos lipidios, proteinas e
acidos nucleicos, assim como a determinagdo de antioxidantes de baixo e alto peso
molecular como (4cido ascorbico, acido Urico, tocoferol, glutationa, enzimas antioxidantes,
proteinas/enzimas especificas), bem como a capacidade antioxidante total (remog¢do de
radicais livres) (LUSHCHAK, 2011). Durante uma situacdo de estresse oxidativo, pode
ocorrer aumento da oxidagao lipidica nos tecidos do peixe (quantificada pelo aumento do
indice de TBARS), entretanto o efeito deletério dos ERs pode ser equilibrado pela
producao das defesas antioxidantes (AHMAD et al., 2000), como CAT (HALLIWELL,;
GUTTERIDGE, 1999).
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A carne de pescados expostos ao estresse antes do abate apresenta qualidade inferior
e maior susceptibilidade a processos de deterioragdo como a oxidacdo lipidica e proteica
durante o armazenamento, quando comparada a carne de pescados nao estressados antes do
abate (POLI et al., 2005, BAGNI et al., 2007). Estudos realizados por Ribas et al. (2007)
verificaram o efeito de trés métodos de anestesia no estresse ante mortem € na qualidade da
carne de linguado do Senegal (Solea senegalensis), sendo que os peixes anestesiados com
1 mL/L de 6leo de cravo revelaram melhor indice de rigor mortis, bem como condi¢des de

frescor superiores aos peixes abatidos por asfixia e hipotermia.

1.3 Anestésicos naturais

Os anestésicos apresentam um papel importante na piscicultura para reduzir o
estresse e a mortalidade dos peixes durante as praticas de manejo (FACANHA; GOMES,
2005; PARODI et al. 2012). Porém, os anestésicos mais utilizados para este fim, sdo de
dificil obtengdo e apresentam alto custo, como a tricaina metanosulfato (MS-222), a
quinaldina, o 2-fenoxietanol, a benzocaina e o isoeugenol (ZAHL et al., 2012). Alguns
destes compostos podem apresentar toxicidade, desta forma, compostos anestésicos menos
toxicos tém sido testados como o AQUI-S® (composto ativo isoeugenol) (MEINERTZ et
al, 2006), mentol (FACANHA; GOMES, 2005) e os 6leos essenciais de Lippia alba
(BECKER et al., 2012; CUNHA et al., 2010a, 2011), Ocimum gratissimum (SILVA et al.,
2012) e A. triphylla (PARODI et al., 2012, 2013; ZEPPENFELD et al., 2014). Geralmente,
a eficécia do anestésico para reduzir a resposta ao estresse, indicada pelos niveis de cortisol
ou estresse oxidativo, depende da agdo de cada tipo de anestésico. Neste caso, o 6leo de
cravo e 2-fenoxietanol ndo bloquearam a resposta do cortisol ao estresse para o pargo
(Sparus aurata) e truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss) (TORT et al., 2002). Entretanto,
para jundids submetidos ao estresse de manejo, o eugenol (6leo de cravo) reduziu o cortisol
plasmatico (CUNHA et al., 2010b), assim como o metomidato inibiu a resposta ao estresse
em salmao do Atlantico (Sal/mo salar) (OLSEN et al., 1995).

No Brasil ainda ndo existem leis que regulamentem o uso de anestésicos para peixes,
e 0 anestésico mais utilizado ¢ a benzocaina (FACANHA; GOMES, 2005). Anestésicos
contendo isoeugenol como ingrediente ativo (AQUI-S® 20E) podem ser usados para sedar
os peixes na Nova Zelandia, Australia, Chile e Coréia (ASHLEY, 2007). No entanto, o

unico anestésico aprovado pela Food and Drug Administration para uso na aqiiicultura
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(Metanossulfonato de Tricaina, MS-222) ndo pode ser aplicado em periodo inferior a 21
dias antes do abate se o peixe for destinado para o consumo humano nos EUA e inferior a
5 dias no Canadd (MEINERTZ et al., 2014).

Sendo assim, tem aumentado o interesse em anestésicos alternativos, como os de
fontes naturais. Anestésicos a base de isoeugenol (6leo de cravo e AQUI-S® 20E) parecem
promissores para o salmio do Atlantico, pois reduziram o estresse dos peixes em baixas
doses, além de serem facilmente obtidos, seguros para o ambiente e usuarios € possuirem
baixo custo (IVERSEN et al., 2003). Inoue et al. (2003) demonstraram que o 6leo de cravo
¢ eficiente para anestesiar juvenis de matrinxa (Brycon cephalus), ja o mentol foi eficiente
na anestesia do tambaqui (Colossoma macropomum) (FACANHA; GOMES, 2005).
Recentemente, o 6leo essencial de A. triphylla foi patenteado como sedativo e anestésico
para animais aquaticos (P10904839-1A2). Concentragdes deste dleo essencial (A4.triphylla)
acima de 30 puL/L foram eficientes para a inducdo da anestesia e melhoraram o sistema
antioxidante contra ERs durante transporte de camardo branco (Litopenaeus vannamei) por
6 h (PARODI et al., 2012). A adig¢ao de 40 uL/L de 6leo essencial de A4.triphylla na dgua
de transporte (por 6 h) de jundids reduziu o estresse do tranporte (ZEPPENFELD et al.,
2014).

A utilizag¢do do 6leo essencial de A. triphylla como sedativo durante o transporte de
jundids protegeu contra o estresse do transporte, reduzindo os niveis de TBARS no figado
e musculo dos peixes, e aumentando a atividade da CAT nas branquias e figado de jundias
tratados com 40uL/L (ZEPPENFELD et al., 2014). Este aumento nas defesas antioxidantes
também foi demonstrado pelo 6leo essencial de 4. triphylla quando usado como anestésico
in vivo em jundids, sendo que a exposicdo in vivo ao Oleo essencial de A. triphylla
imediatamente antes do abate reduziu o estresse dos jundias pela supressao da liberacao de
cortisol e aumentou a atividade das enzimas de defesa antioxidante CAT e glutationa-S-
transferase (GST) (GRESSLER et al., 2012). Além disso, a exposi¢ao de camardo branco
(Litopenaeus vannamei) ao 6leo essencial de A. triphylla (20 pL/L) aumentou a capacidade
antioxidante total (150%), CAT (70%) e GST (615%) apds 6 h, sendo que concentracdes
acima de 30 pL/L foram eficientes para a indugdo da anestesia e melhoraram o sistema
antioxidante contra espécies reativas de oxigénio (EROs) durante transporte por um

periodo de 6 h (PARODI et al., 2012).

1.4 Qualidade da carne do pescado
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O pescado, apos o abate, sofre uma seqiiéncia de mudangas que iniciam com
o desenvolvimento do rigor mortis, seguido de sua resolucdo, perda de frescor resultante
de reacdes autoliticas, e por fim pela deterioragao microbiologica (PACHECO-AGUILAR
et al., 2000). Estas alteracdes incluem a degradagdo do ATP (adenosina-5’-trifosfato),
alteracdes de pH, degradagdo de proteinas, e a producdo de bases volateis (BVT) de baixo
peso molecular principalemente por micro-organismos deteriorantes (OCANO-HIGUERA
et al., 2009; HULTMANN et al., 2012). Os pescados sao altamente pereciveis devido a sua
composicao biologica (ZAMBUCHINI et al., 2008) com a elevada atividade de agua nos
tecidos, pH préoximo a neutralidade, elevado teor de nutrientes facilmente utilizaveis por
micro-organismos, bem como ao alto conteido de acidos graxos poli-insaturados
suscetiveis a oxidacao (HOSSEINI et al., 2010; SAMPELS, 2013). Assim, em pescados
ocorrem facilmente alteracdes microbiologicas, bioquimicas e sensoriais, as quais estdo
associadas com a perda de qualidade e menor tempo de vida util (CRUZ-ROMERO et al.,
2008; OCANO-HIGUERA et al., 2011). Desta forma, o desenvolvimento de estratégias
para reduzir o estresse pré-abate poderia melhorar a qualidade dos produtos de pescados, ja
que a velocidade das alteragdes que ocorrem com os pescados sdo fundamentais na
determinagdo da qualidade e vida util (BOSWORTH et al., 2007).

Diferentes métodos de avaliagdo podem ser utilizados para verificar a qualidade do
pescado armazenado sob refrigeracao, como a determinagdo do rigor mortis, quantificagao
de nucleotideos resultantes da degradacdao do ATP, contagem de micro-organismos,
avaliagdo do pH, determinacdo de compostos volateis, assim como testes sensoriais
(SCHERER et al., 2005; 2006; OCANO-HIGUERA et al., 2009; 2011).

Uma das caracteristicas que se deseja para pescados post mortem € que a instalagao
do rigor mortis ocorra o mais tarde possivel e que a sua resolugao seja de forma
prolongada, a fim de manter por mais tempo as caracteristicas de frescor. Durante o rigor
mortis as reservas energéticas musculares sdo reduzidas pela degradagdo anaerdbica do
glicogénio e consumo do ATP, o que resulta na producdo de acido latico no musculo e
consequente reducao do pH (BAGNI et al., 2007). A queda do pH favorece a autolise
muscular dos pescado e o indice de rigor do musculo comega a declinar pela atividade de
proteases enddgenas, sendo esta fase chamada de pos-rigor mortis ou resolugdo do rigor
(SCHERER et al., 2004). O estresse pré-abate aumenta a degradagdo de glicogénio a fim

de fornecer energia para a atividade muscular, ¢ com isso, antecipa o inicio do rigor
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mortis, resultando em um estado de rigor mais agudo (BAGNI et al., 2007; BOSWORTH
et al., 2007).

A etapa inicial de deterioragdo dos pescados inicia-se a partir da resolugdo do rigor
mortis (POLI et al., 2005) concomitante ao processo de degradagdo de ATP IWAMOTO
et al., 1987). Assim, o processo de degradacdo de ATP ocorre em cascata, iniciando
quando as fontes de ATP (glicolise anaerobica e creatina fosfato) sdo esgotadas, o nivel de
ATP intramuscular comeca a diminuir, seguindo uma seqiiéncia de degradagao do ATP —
adenosina 5’-difosfato (ADP) — adenosina 5’-monofosfato (AMP) — inosina 5’-
monofosfato (IMP) — HxR (inosina) — Hx (hipoxantina) — xantina — acido urico
(VENUGOPAL, 2002; HOWGATE, 2006). Quando o nivel de ATP diminui para cerca de
1 umol/g, o musculo entra em um estado de pleno rigor (WANG et al., 1998). Os niveis de
ATP e seus produtos de degradacao, ADP, AMP, IMP, HXR, e Hx, podem ser
quantificados como indicadores adicionais do rigor mortis (WANG et al., 1998) e do
frescor do pescado (OCANO-HIGUERA et al., 2011). A reducdo dos niveis de IMP esta
relacionada com a redug¢do do aroma e frescor do pescado (HOWGATE, 2006) e a sua
transforma¢dao em HXR ao longo do armazemanto, ¢ relativamente répida através da acgao
das enzimas endogenas. J& a degradagdo da HXR em acido trico ¢é resultande da agdo de
enzimas produzidas por micro-organismos deteriorantes, elevando-se no final da vida 1til
do pescado (VENUGOPAL, 2002).

As bases volateis totais (BVT) sdo compostos nitrogenados, como a amodnia € a
trimetilamina, as quais sdo produzidas pela acdo das enzimas bacterianas através da
conversao do 6xido de trimetilamina (OTMA) em trimetilamina (TMA) e também da
decomposi¢do de aminoécidos, proteinas e uréia, formando amdnia, sulfeto de hidrogénio e
outros compostos indesejaveis caracteristicos da deterioragdo microbiana (AUBOURG,
2001). A legislacao brasileira preconiza o limite de 30 mg% de BVT, como indicador de
qualidade do pescado refrigerado (BRASIL, 1974). Entretanto, os pescados de agua doce,
como o jundid, apresentam quantidades minimas de OTMA em comparagdo aos pescados
de 4gua salgada, e com isso os niveis de BVT geralmente sdo muito baixos ndo sendo
apropriados como indicadores da qualidade (SCHERER et al., 2006). Os valores de pH da
carne de pescados refrigerados aumenta no final do armazenamento devido a protedlise
resultante do crescimento microbiano (OCANO-HIGUERA et al., 2009). O limite méaximo
aceitavel para os valores de pH para consumo de pescados ¢ de 6,8 segundo a legislacao

brasileira (BRASIL, 1974).
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Ao longo da vida util dos pescados, concomitante com as etapas de alteragdes
quimicas como as reagdes autoliticas ocorre o desenvolvimento microbiano, o qual ¢
responsavel degradagdo final de pescados (PACHECO-AGUILAR et al., 2000). Assim, a
deterioragdo do pescado fresco e seus produtos armazenados em condigdes aerdbias sob
refrigeracdo, ¢ promovida por micro-organismos gram-negativos psicrotroficos nao
fermentadores, como a Pseudomonas spp. € a Shewanella putrefaciens. Ja4 na temperatura
ambiente (25°C), a microflora dos pescados ¢ dominada por micro-organismos mesofilos,
e se os peixes sao capturados em aguas poluidas apresentam microflora de mesoéfilos
Enterobacteriaceae (GRAM; HUSS, 1996). Para o estudo da vida util de pescados e
derivados, geralmente sdo realizadas as contagens totais de micro-organismos mesofilos e
psicrotroficos. O Regulamento Técnico sobre Padrdes Microbioldgicos para alimentos
(RDC n°® 12 de 2001 da ANVISA) estabelece para pescado “in natura”, resfriado ou
congelado ndo consumido cru, o limite de 10° UFC/g para Estafilococcus coagulase
positiva e auséncia de Salmonella sp em 25g (ANVISA, 2001). Cakli et al., (2007)
verificaram que as contagens totais de micro-organismos mesofilos e psicrotroficos
aumentaram significativamente em dourado (Sparus aurata) e robalo (Dicentrarchus
labrax) durante o armazenamento refrigerado, além disso, a avaliacdo sensorial do frescor
utilizando a tabela adaptada da Unidade de Pesquisa em Alimentos da Tasmania (TFRU)
apresentou correlacdo com as contagem microbioldgicas, com limite de vida util no 18°
dia.

A andlise sensorial de pescados ¢ outro indice importante que complementa as
avaliacdes quimicas e microbioldgicas, a fim de avaliar o frescor dos pescados
armazenados refrigerados (AUBOURG, 2001). A andlise sensorial caracteriza-se por
medir, analisar e interpretar as caracteristicas organolépticas dos alimentos, através da
utilizacao dos o6rgaos dos sentidos da visdo, olfato, paladar, tato e audi¢ao (LAWLESS;
HEYNMANN, 1998). Geralmente, as caracteristicas sensorias dos pescados inteiros
refrigerados como a ocular, branquias, textura e odores sdo avaliados por métodos
sensoriais, porém estas variaveis apresentam particularidades referentes as caracteristicas
de cada espécie de pescado. Desta forma, muitos estudos utilizam como ferramenta a
tabela da Unidade de Pesquisa em Alimentos da Tasmania (TFRU), como uma boa
alternativa para a avaliagdo sensorial de pescados ao longo da sua vida util (BRANCH;
VAIL, 1985). No entanto, ¢ necessario adaptar e verificar a validade dos parametros para

cada espécie de pescado. A avaliacdo sensorial do frescor de carpa capim
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(Ctenopharyngodon idella) inteira armazenada em gelo utilizando a tabela da TFRU
adaptada apresentou um aumento linear no escore de demérito durante o armazenamento,
sendo que os painelistas consideraram os peixes improprios para o consumo no 16° dia
(SCHERER et al., 2005).

A vida util dos pescados congelados ¢ limitada por reagdes de hidrolise e
especialmente de oxidacdo lipidica, que resultam em alteragdes indesejaveis na cor, sabor,
odor e valor nutritivo (SAMPELS, 2013). Os pescados inteiros ou filés sdo ricos em
proteinas e quando armazenados congelados, sdo também suscetiveis a oxidacao protéica,
que muitas vezes esta associada a oxidacdo lipidica e resulta em alteragdo na cor nos
produtos (VILJANEN et al. 2004). A oxidacdo das proteinas resulta em alteragdes
conformacionais que podem modificar a incidéncia da luz refletida, € com isso aumentar os
valores de L* (MORKORE, 2006). Além disso, a oxidacao lipidica pode aumentar os
compostos secundérios da oxidagdo (TBARS) elevando a intensidade da cor amarela, além
de ocorrer interagdes de grupos aldeido-amina, os quais produzem cor (THANONKAEW
et al., 2006). Apesar da carne de peixe apresentar pequenas quantidades de hemoglobina e
mioglobina, a oxidacdo destes pigmentos durante o armazenamento congelado pode
atenuar a intensidade da cor vermelha dos filés (HAMRE et al., 2003).

Os pescados sdo mais susceptiveis as reagdes oxidativas que outras carnes brancas
como a carne de frangos ou suinos, pois possuem alto conteudo de &cidos graxos
insaturados (SAMPELS, 2013; SANCHEZ-ALONSO et. al., 2007), como acido oléico
(18:1) e acido linoléico (18:2), e os acidos graxos poli-insaturados da familia n-3 como o
acido linolénico (18:3n-3), o acido eicosapentaendico, EPA (20:5n-3) e o 4acido
docosahexaenodico, DHA (22:6n-3) (MEDINA et. al., 2007).

A reagdo de oxidagdo lipidica apresenta alteragdes indesejaveis, principalmente
quanto ao valor nutricional dos produtos pela degradacao de acidos graxos essenciais e
vitaminas lipossoluveis A, D, E e K, além de produzir sabores e odores desagradaveis,
mudangas de cor, através do escurecimento de gorduras e 6leos, além do clareamento de
pigmentos (ARAB-TEHRANY et al., 2012). Os fatores intrinsecos, como a estrutura
quimica dos lipidios e seu grau de insaturacdo, assim com os fatores extrinsecos, como
presenca de oxigénio, luz, antioxidantes, temperatura, superficie de contato e atividade de
agua, possibilitam as reagdes de oxidagdo (SAMPELS, 2013). A peroxidacdo lipidica
ocorre em trés estagios principais denominados iniciagdo (auto-oxidagdo), propagagao, € a

terminacao (SAMPELS, 2013). Na auto-oxidagdo um atomo de hidrogénio ¢ removido de
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um grupo metileno adjacente a uma dupla liga¢do (-CH = CH - CH, - CH = CH -) do 4cido
graxo insaturado, deixando um elétron desemparelhado o chamado radical livre (-CH = CH
- CH - CH = CH -), o qual pode migrar e¢ a partir de um rearranjo da dupla ligacao
resultando na formacao de dienos conjugados (- C*H - CH = CH - CH = CH -). O estagio
da propagacdo sucede o estagio da iniciacdo quando os radicais livres formados reagem
com o oxigénio molecular para formar o radical peroxil (- CH — COQs-), estes radicais sao
altamente reativos e capazes de remover atomos de hidrogénio de outros acidos graxos
insaturados formando os hidroperoxidos (ROOH) e novos radicais livres (SAMPELS,
2013). Os dienos conjugados e os hidroperéxidos formados nesta etapa sdo considerados
produtos primarios da oxidagdo lipidica. O teor de dienos conjugados pode ser
determinado em pescados através de absor¢dao em 233 nm (RECKNAGEL; GLENDE,
1984), enquanto que a determinacio de peroxidos baseia-se na oxidagio do ferro (Fe*") a
fon férrico (Fe’*) por ac¢do dos peréxidos, o qual é dosado por colorimetria sob a forma de
tiocianato férrico (CHAPMAN; MACKAY, 1949). Os radicais livres gerados reagem
novamente com o oxigénio € a cascata de reagdo inicia em outras cadeias de lipidios
(YOUNG; McENENY, 2001). A duragao do estagio de propagacdo ¢ dependente de
muitos fatores incluindo a rela¢do dos lipidios com as proteinas, a composi¢cdo de acidos
graxos, assim como a presenca e concentragdo de antioxidantes (HALLIWELL; CHIRICO,
1993). O processo de terminagdo da oxidagcdo acaba por formar na maioria das vezes
alcoois, cetonas ou aldeidos de cadeia curta provenientes da clivagem dos peroxidos
formados na etapa de propagacao (YOUNG; MCENENY, 2001). Varios desses compostos
sdo volateis e, portanto, contribuem com o odor caracteristico associado a oxidagdo de
lipidios (DAMODARAN et al., 2008), bem como ocorre a formacdo de produtos
secundarios da oxidagdo lipidica, que podem ser avaliados nos alimentos através da
dosagem de substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS), que reflete
especialmente a concentracdo de malondialdeido (MDA), um dos principais aldeidos
formados nesta etapa da reagdo (LUSHCHAK, 2011).

A preservacdo das caracteristicas originais dos alimentos, pelo maior tempo
possivel ¢ um dos grandes desafios da industria de alimentos. Neste contexto, diferentes
métodos sdo utilizados para prevenir ou retardar essas reagdes como 0 armazenamento em
baixas temperaturas, o uso de embalagens adequadas, manipulagdo dos alimentos em
condig¢oes ideais e a utilizagcdo de aditivos alimentares como os conservantes para retardar

a deterioragcdo microbioldgica e os antioxidantes para retardar as reagdes oxidativas.
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1.5 Aloysia triphylla

Originaria da Argentina e do Chile, A. triphylla foi descoberta no século XVIII
pelos botanicos espanhois e dedicada a Princesa das Asttirias, Maria Luisa de Parma, sendo
por este motivo conhecida por Aloysia e a palavra triphylla é caracterizada pela definicao
de tri= trés e phylla= folhas (PARODI, 2010; FLORA DIGITAL, 2010). O género Aloysia
engloba cerca de quarenta espécies (OLIVEIRA, 2005), sendo comum nas montanhas ou
florestas e distribuida na América subtropical e temperada, desde o Sul dos Estados Unidos
até o Norte da Patagdnia e centro do Chile. Para alguns autores temos a classificacdo de
algumas espécies do género Aloysia, sendo consideradas do género Lippia, o que faz a
espécie ora ser descrita como A. triphylla, ora como Lippia triphylla, fato este explicado
pela agregacdo de alguns géneros, tais como Aloysia, a partir do género Lippia
(MOLDENKE, 1971 apud PASCUAL, 2001).

A. triphylla (L’Her.) Britton recebe esta denominacao por ser mais difundida e
enquadrar-se na Classificacdo de Moldenke (PASCUAL, 2001), tendo por descritor L’Her.
Britton (FLORA DIGITAL, 2010). A planta A. triphylla pertence a familia das
Verbendceas; divisdo: Magnoliophytina (Angiosperma); subdivisdo: Spermatophyta;
classe: Magnoliopsida (dicotiledoneas); subclasse: Lamiidae; ordem: Lamiales; familia:
Verbenaceace e por fim; género: Aloysia. Sao sinonimos dessa espécie: Aloysia citriodora
Palau; Aloysia citriodora Ortega; Aloysia sleumeri; Lippia citriodora H. B. K.; Lippia
citriodora (Lam.) Kunth; Lippia triphylla (L’ Her.) Kuntze; Verbena citriodora; Verbena
triphylla (VALENTAO, et al. 1999; PASCUAL, 2001; SANTOS-GOMES, 2005). Neste
contexto, a busca por pesquisas e trabalhos relatando a planta 4. triphylla (L'Herit) Britton
precisa ser muito criteriosa.

Outro ponto importante na identificacdo da A. triphylla estd relacionado com a
variabilidade de seus nomes populares, sendo geralmente denominada no Brasil de: cidro,
cidrao, erva-luisa, bela-aloisia, doce-lima ou limonete. A sobreposi¢cdo dos nomes e
identificacdes das plantas popularmente remete-se ao fato de que algumas espécies como
Melissa officinalis, Lippia alba, Cymbopogon citratus (capim cidreira), bem como A.
triphylla exalam um odor de limdo (relagdo com a cidra, um tipo de limdo-galego)
(FLORAL DIGITAL, 2010). Atualmente, essas caracteristicas aromatizantes estao

relacionadas aos constituintes do 6leo essencial da planta e o isolamento e identificagao
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dos constituintes quimicos responsaveis por este efeito pode promover alternativas para

aplicacdo, em diferentes areas tecnologicas.

Figura 2: Exemplar de Aloysia triphylla (L'Herit) Britton com a presenc¢a de floragao
(Identificada por LONGHI, S.J., UFSM)

Fonte: Arquivo pessoal da autora.

A infusdo (1%) de A. triphylla apresenta como principais constituintes compostos
fendlicos, com destaque aos polifenois (675 mg/L) como o verbascosideo (400 mg/L) e o
flavonodide luteolina 7-diglicuronideo (100 mg/L) (CARNAT et al., 1999). Os
componentes principais do o6leo essencial de 4. triphylla sao a-citral, B-citral e limoneno
(CARNAT et al, 1999; PARODI, 2012). Alguns extratos e 6leos essenciais de plantas
mostraram-se eficientes no controle do crescimento de uma ampla variedade de micro-
organismos, incluindo fungos filamentosos, leveduras e bactérias, assim como se
demonstraram potenciais antioxidantes (BURT, 2004). Usos praticos de infusdes, extratos
e/ou Oleos essenciais de plantas com atividades antimicrobianas e antioxidantes sao
sugeridos para humanos e animais, ¢ também para industria de alimentos (BURT, 2004;
ZAMARANO-PONCE et.al., 2006). O liofilizado do extrato alcodlico com 10% de
oligossacarideos da A. triphylla encontra-se patenteado para aplicacdo em alimentos, com
fins nutracéuticos, devido a sua acdo antioxidante em sistemas bioldgicos afetados por
doencas inflamatdrias, com destaque na elaboracdo de produtos lacteos como iogurte,
bebidas lacteas e queijo frescal (PA20060280820, BALAN; PAPER, 2006).

O método mais utilizado para a obtencdo do 6leo essencial de folhas frescas ¢ a
hidrodestilagio utilizando aparelho de destilagio tipo Clevenger (FARMACOPEIA
BRSILEIRA, 2010). Deve-se destacar que a composi¢do dos o6leos essenciais ¢

determinada por fatores genéticos, porém os fatores ambientais podem causar variagdes
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significativas em seus componentes (GOBBO-NETO; LOPES, 2007). A época e horario
da colheita, a fonte geografica, o modo de secagem do material vegetal e fatores
ambientais, como umidade, agua, solo e herbivoria também podem influenciar a
composi¢ao e o teor do 6leo (SANTOS et al., 2004; GOBBO-NETO; LOPES, 2007) e com
isso aumentar ou diminuir seus efeitos biolégicos (SANTOS et al., 2004; BURT, 2004).

O o6leo essencial da A. triphylla destaca-se pelo seu efeito anestésico, tranqiiilizante
e sedativo, possuindo como principais componentes o citral, neral, geranial, limoneno, 1,8-
cineol, geraniol e beta-cariofileno (CARNAT et al., 1999; PEREZ et al., 1998; PARODI et
al., 2012). Estas caracteristicas sdo importantes, devido ao crescente interesse dos
consumidores por alimentos naturais ou organicos, que sdo livres de aditivos quimicos
sintéticos, estimula a busca por alternativas naturais para alcangar a conservacao de
alimentos (CAROVIC-STANKO et al., 2010). Os 6leos essenciais de plantas aromaticas e
medicinais apresentam atividades antibacteriana, antifungica e antioxidante (BARATTA et
al., 1998), e, portanto, poderiam ser alternativas para o uso de aditivos sintéticos.

A maioria dos estudos revelam que os 6leos essenciais sa0 um pouco mais ativos
contra bactérias gram-positivas, que incluem cepas de micro-organismos patogénicos €
deteriorantes de alimentos (BURT, 2004). O método de difusdo em disco ¢ um ensaio in
vitro facilmente aplicado para avaliar a atividade antimicrobiana, apresentando resultados
reprodutiveis (KIM et al., 1995). No entanto, a atividade antimicrobiana pode ser afetada
por fatores intrinsecos do alimento, tais como pH e disponibilidade do substrato, além de
fatores extrinsecos aos alimentos (KIM et al., 1995). Portanto, ensaios in sifu em alimentos
sd0 necessarios para confirmar a eficacia antimicrobiana. Geralmente, sdo necessarias
maiores concentragdes de Oleos essenciais para atingir no alimento, o mesmo efeito
antibacteriano obtido nos ensaios in vitro (BURT, 2004). O 6leo essencial de A. triphylla
demonstrou atividade antimicrobiana contra cepas gram-negativas isoladas de infecgdes
urinarias clinicas e cepas de referéncia de Escherichia coli, Klebsiella pneumonia e
Enterococcus faecalis (ROJAS et al., 2010), além de Salmonella Choleraesuis
(SARTORATTO et al., 2004) e contra diferentes sorotipos de Escherichia coli (DUARTE
et al., 2007). Staphylococcus aureus foi o micro-organismo mais sensivel, enquanto
Pseudomonas aeruginosa foi o mais resistente ao 6leo essencial de A. triphylla (ROJAS et
al., 2010; SARTORATTO et al., 2004; DEMO et al., 2005). O citral, um dos componentes
majoritarios do oleo essencial de A. triphylla, apresenta atividade antibacteriana contra

patogenos de origem alimentar, como E. coli, E. coli 0157:H7 e Salmonella Typhimurium
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(KIM et al 1995), enquanto que o limoneno, também encontrado neste 6leo, apresenta
atividade antibacteriana contra bactérias gram-positivas e gram-negativas de origem
alimentar (SINGH Et al. 2010;. TAJKARIMI et al 2010).

Além da atividade antimicrobiana, o o6leo essencial de A. triphylla apresentou
atividade antidiarréica em ensaio de diarréia induzida por 6leo de ricino ou sulfato de
magnésio em camundongos (PEREZ et al., 1998). A acio sedativa/anestésica do 6leo
essencial de A4. triphylla em peixes ja foram descritos no item 1.3 (Anestésicos naturais),
demostrando que o mesmo ¢ eficiente para a inducdao da anestesia, reduz o estresse de
transporte e melhora o sistema antioxidante durante o transporte de camardo branco
(Litopenaeus vannamei) (PARODI et al., 2012) e de jundias (GRESSLER et al., 2012;
ZEPPENFELD et al., 2014). Com base nestes resultados, o 6leo essencial de 4. triphylla
foi patenteado recentemente como sedativo e anestésico para animais aquaticos
(PI0904839-1A2). Ensaios in vitro para avaliar a atividade antioxidante do 6leo essencial
de A. triphylla revelaram que o 6leo apresenta capacidade moderada para remover o radical
1,1-difenil-2-picrilhidrazila (DPPH) em comparagdo ao antioxidante sintético BHA (butil
hidroxianisol), ja utilizado comercialmente (HOSSAM et al., 2011).

Outros estudos, in vitro e em sistemas biologicos tém indicado o potencial
antioxidante e antimicrobiano de infusdes e extratos de A. triphylla (VALENTAO et al.,
2002; ZAMARANO-PONCE et al., 2006; PEREIRA; MEIRELES, 2007; FUNES et al.,
2009; PARODI et al., 2013) e tem sido tradicionalmente utilizados na medicina popular
para o tratamento de insOnia e ansiedade, devido a sua acdo analgésica e sedativa
(CARNAT et al., 1999). As folhas desta erva aromatica podem ser usadas como tempero
de alimentos, e para conferir sabor de limdo para pratos a base de pescados e aves, vegetais
marinados, saladas e outros (FUNES et al., 2009). O extrato de A. triphylla com 25% de
verbascosideo foi eficiente para evitar a peroxidacao lipidica em um ensaio em meio
lipofilico in vitro (FUNES et al., 2009). A infusdo de 4. triphylla liofilizada revelou
potente atividade antioxidante na remoc¢do de radicais superdxido, radicais hidroxila e
acido hipocloroso, sendo o efeito protetor relacionado aos principais compostos fenolicos
identificados no estudo, o verbascosideo e derivados de luteolina (VALENTAO et al.,
2002).

A infusdo de 4. triphylla ¢ amplamente usada como chd na medicina popular, e
nenhum efeito de toxicidade oral ou efeito adverso foi observado em ratos quando foram

tratados com extrato de A. triphylla contendo 25% de verbascosideo na dose de 2000
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mg/kg (FUNES et al., 2009). O citral e o limoneno, principais componentos presentes no
Oleo essencial de A4. triphylla, foram reconhecidos como seguros para o uso como aditivos
alimentares por 6rgaos reguladores nos Estrados Unidos da América e na Unido Européia

(TAJKARIMI et al., 2010).

1.7 Conservantes e antioxidantes de alimentos

De acordo com a legislagdo brasileira, o aditivo alimentar ¢ qualquer ingrediente
adicionado intencionalmente aos alimentos, sem o propdsito de nutrir, com o objetivo de
modificar as caracteristicas fisicas, quimicas, bioldgicas ou sensoriais, durante a as etapas
de producgao e vida util de um alimento (BRASIL, PORTARIA no. 540, SVS/MS, de 27 de
outubro de 1997). Neste caso, a fun¢do do aditivo alimentar pode ser de conservante, o
qual impede ou retarda a alteracdo dos alimentos provocada por micro-organismos ou
enzimas, bem como a funcdo de antioxidante que ¢ a substincia que retarda o
aparecimento de alteragdao oxidativa no alimento (BRASIL, PORTARIA no. 540, SVS/MS,
de 27 de outubro de 1997).

A legislacdo brasileira proibe o uso de conservantes e antioxidantes em peixes
inteiros e filés de pescado (BRASIL, Resolucdo CNS/MS n.° 04, de 24 de novembro de
1988). Na industria de pescados, durante o processo de glazeamento, o pescado ou filé que
serd congelado, recebe um banho de agua resfriada hiperclorada (S5ppm) com gelo em
escamas, por imersao durante dois segundos (em tanque inox) para formar uma pequena
camada de gelo em sua superficie, que serve como protecdo contra desidratagdo e/ou
rancificagdo do produto (OETTERER, 2002). Assim, uma alternativa para ampliar a vida
util e conservagdo dos pescados e seus produtos poderia ser inclusdo de aditivos
antioxidantes naturais, como o 0leo essencial ou infusdo da A. triphylla, nesta etapa do
processamento de pescados.

Os compostos fendlicos sintéticos, tais como BHA, butil hidroxitolueno (BHT),
terc-butil-hidroquinona (TBHQ) e ésteres do acido galico como o galato de propila (GP)
estdo entre os antioxidantes sintéticos mais utilizados na induastria de alimentos
(DOLATABADI; KASHANIAN, 2010). Sanchez et al. (2002) revelou em seu estudo com
conservante sintético TBHQ a 0,02% que o mesmo foi eficaz para retardar a oxidagdo de
0leo semi-refinado de sardinha e anchova por 30 dias a 40°C e por 75 dias em temperatura

ambiente. Ja o estudo de Silva et al. (2008) verificou o efeito antimicrobiano e antioxidante
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dos aditivos alimentares NaCl, acido ascorbico, lactato de sodio e extrato de alecrim, os
quais promoveram reducdes significativas na contagem total de bactérias, sendo que o
extrato de alecrim protegeu da oxidacao lipidica do peixe Ictalurus furcatus defumado,
armazenado em temperatura ambiente durante 6 semanas.

Atualmente, os consumidores tém revelado maior conhecimento sobre os efeitos de
aditivos quimicos na satide humana. A seguranga toxicoldgica dos principais antioxidantes
sintéticos usados atualmente em alimentos (BHT, BHA, terc-butil-hidroquinona e ésteres
do acido gélico) tem sido questionada, pois existem evidéncias de que eles se ligam ao
DNA e alguns apresentam efeito carcinogénico em animais (DOLATABADI &
KASHANIAN, 2010). Por este motivo, tem crescido a busca por aditivos antioxidantes
naturais para uso em alimentos (VALERGA et al.,, 2012; PICCOLO et al., 2014),
detacando-se a utilizacdo de extrato de erva mate (llex paraguariensis) que promoveu
inibi¢do da oxidacdo lipidica e algumas alteragdes de cor durante o congelamento de filés
de dourado (Salminus brasiliensis) (VEECK et al., 2013b). O efeito de polifendis presentes
na infusdo e no extrato de alecrim foi avaliado em Carassius auratus armazenado a 4°C
por um periodo de 20 dias, e resultou na ampliagao da vida util dos pescados em torno de
6-8 dias, além de retardar o aumento nos valores de pH, bases volateis totais, valor de K e
TBARS (LI et al., 2012).

Naturalmente presentes nos vegetais, os polifendis apresentam atividade
antioxidante (MELLO; GUERRA, 2002; AL-ZOREKY, 2009), os quais representam uma
importante alternativa para a industria de alimentos, sendo que alguns compostos fendlicos
apresentam atividade antioxidante similar aos antioxidantes sintéticos BHT e BHA
(FUKUMOZO et al., 2000). Assim, a busca por novas fontes de antioxidantes naturais,
como o 6leo essencial ou a infusdo de A. triphylla representa uma alternativa para a
industria de alimentos. Considerando a grande suscetibilidade do pescado a deterioracao
tanto por reagdes oxidativas quanto microbiologicas, estes se constituem em excelentes
modelos para o estudo mais profundo das propriedades antioxidantes e antimicrobianas da

A. triphylla.
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OBJETIVOS

O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos antimicrobiano e antioxidante do 6leo
essencial de A4. triphylla (OAT) na carne de jundia (R. quelen), o seu potencial para
retardar modificagdes quimicas e sensoriais do pescado refrigerado, bem como o potencial
antioxidante da infusdo de A. triphylla (IAT) em filés de jundia. Assim, os objetivos
especificos foram:

e Avaliar a atividade antimicrobiana do OAT in vitro contra cepas isoladas de
alimentos, a estabilidade microbiologica de filés de pescado refrigerados apos imersao em
solucdo de OAT, bem como as alteragdes microbioldgicas durante a armazenagem sob
refrigeracdo em gelo de jundias inteiros sedados com OAT in vivo durante o transporte;

e Investigar se o uso do OAT para sedar jundias durante o transporte pode retardar as
modifica¢des quimicas e sensoriais do pescado refrigerado;

e Investigar se 0 uso do OAT na dgua como sedativo para o transporte de peixes
influencia a estabilidade lipidica de filés de jundid durante o armazenamento congelado;

e Avaliar o efeito da imersdo dos filés em IAT sobre a sua estabilidade oxidativa

durante o congelamento, com énfase na oxidag¢ao lipidica e modifica¢des de coloragao.
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Highlights

e The essential oil of Aloysia triphylla (AT) has antimicrobial activity.

e AT inhibited S. aureus, E. faecalis, E. coli, E. aerogenes, and Salmonella

strains.

e Aqueous AT solution delayed microbiological growth in refrigerated fish

fillets.

e Aqueous AT solution used as a sedative for fish transport in vivo.

e AT use in vivo slightly delayed microbiological growth in refrigerated whole

fish.
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Abstract

This study investigated the antimicrobial activity of the essential oil of Aloysia
triphylla (AT) against foodborne bacteria in vitro, its effect on the microbiological
quality of silver catfish fillets after dipping in AT solution, and the microbiological
changes during the ice storage of whole silver catfish, which had been sedated
with AT during transport. The minimum inhibitory concentration and minimum
bactericidal concentration assays revealed that AT was strongly inhibitory against
Staphylococcus aureus, and that it was also effective against Enterococcus
faecalis, Escherichia coli, Enterobacter aerogenes, Salmonella Typhimurium,
Salmonella Choleraesuis, and Salmonella Enteritidis, but it did not inhibit
Pseudomonas aeruginosa. Fish fillets dipped in the 30 or 40 pL/L (27 or 36 mg/L)
AT solutions had lower average mesophilic and psychrotrophic counts than
controls during storage. Fish sedated with 40 uL/L AT during transport had lower
psychrotrophic counts (at the 7" and 28™ days) compared to the control, whereas
the mesophilic counts were similar to control during the refrigerated storage. The
results indicate that AT has antimicrobial activity against various foodborne
pathogen strains and food-quality indicator microorganisms. In addition, a solution
of AT delayed microbiological growth in refrigerated fish fillets. However, when the
fish were exposed to the AT solutions before slaughtering, the antimicrobial effect
was less evident, being limited to a small decrease in the psychrotrophic bacteria

counts at specific time-points.

Keywords: psychrotrophic bacteria; mesophilic bacteria; antimicrobial; anesthetic;

transport; shelf-life.
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1. Introduction

The growing interest of consumers for natural or "green" food that is free of
synthetic chemical additives has encouraged the search for natural alternatives to
achieve food preservation (Carovic-Stanko et al., 2010). Essential oils from
aromatic and medicinal plants exhibit antibacterial, antifungal, and antioxidant
activities (Baratta et al., 1998), and therefore, could be alternatives to the use of
synthetic additives.

Most studies have shown that essential oils are slightly more active against
Gram-positive than Gram-negative food spoilage organisms and foodborne
pathogens (Burt, 2004). The agar disc diffusion method is an easy in vitro assay
for screening antimicrobial activity, which gives repeatable results (Kim et al.,
1995). However, the antimicrobial activity may be affected by the food pH and
substrate availability, in addition to extrinsic food factors. Therefore, in situ tests in
foods are required to confirm the antimicrobial effectiveness. Greater essential oll
concentrations are usually required to achieve the same antibacterial effect in the
food as that obtained in the in vitro assays (Burt, 2004).

Aloysia triphylla (L'Herit) Britton (Verbenaceae) is a herbal species that
grows naturally in South America and is cultivated in North Africa and southern
Europe (Valentdo et al., 2002). Its leaves are used as a spice to give a lemony
flavor to fish and poultry dishes, vegetable marinades, and other foods (Funes et
al., 2009). Moreover, the essential oil of A. triphylla has antimicrobial activity
against Gram-negative clinical isolates from urinary infections (Rojas et al., 2010)
and reference strains of Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, and
Enterococcus faecalis (Rojas et al., 2010), as well as Salmonella Choleraesuis

(Sartoratto et al., 2004), and against different Escherichia coli serotypes (Duarte et



39

al., 2007). Staphylococcus aureus was the most sensitive microorganism, whereas
Pseudomonas aeruginosa was the most resistant to the essential oil of A. triphylla
(Demo et al.,, 2005; Rojas et al.,, 2010; Sartoratto et al., 2004). The major
components of the essential oil of A. triphylla are a-citral, B-citral, and limonene
(Carnat et al., 1999; Parodi et al., 2012). Citral has antibacterial activity against
foodborne pathogens, namely E. coli E. coli 0157:H7, and Salmonella
Typhimurium (Kim et al.,, 1995), whereas limonene has antibacterial activity
against foodborne Gram-positive and Gram-negative bacteria (Singh et al., 2010;
Tajkarimi et al., 2010).

Interestingly, the essential oil of A. triphylla (AT) was recently demonstrated
to be an effective sedative and anesthetic for aquatic animals (Parodi et al., 2014;
Zeppenfeld et al., 2014). Anesthetics are used in commercial aquaculture to
reduce injuries during capture, handling, and transport (Barcellos et al., 2006;
Parodi et al., 2012), but there is a lack of anesthetics that are safe for fish intended
for human consumption (Coyle et al., 2004). Plant essential oils seem to be a safe
alternative (Daniel et al., 2014; Veeck et al., 2013). AT could possibly fulfill the
requirements for this use, because its major components, i.e., citral and limonene,
have been recognized as safe for use as food additives by the regulatory agencies
in the USA and EU (Tajkarimi et al., 2010).

This study investigated the antimicrobial activity of AT against foodborne
bacteria in vitro, its effect on the microbiological quality of silver catfish fillets after
dipping in AT solution, and the microbiological changes during the ice storage of
whole silver catfish that had been sedated with AT during transport. Silver catfish,
Rhamdia quelen, was chosen because it is a freshwater fish species that occurs

from southern Mexico to central Argentina. This species is important in the
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aquaculture industry of southern Brazil (Barcellos et al., 2006) because it has

adapted to temperate and subtropical climate regions (Barcellos et al., 2001).

2. Materials and Methods
This study was approved by the Ethics on Animal Use Commission
(protocol 092/2011) and by the Ethics Committee (CAAE 0295.0.243.000-11) of

Federal University of Santa Maria.

2.1. Essential oil of Aloysia triphylla (L'Her.) Britton

A. triphylla was cultivated in Frederico Westphalen City (27°22"S;
53°25"W), Rio Grande do Sul State, Brazil. A voucher specimen (SMDB No.
11169) was identified by botanist Dr. Gilberto Dolejal Zanetti (Department of
Industrial Pharmacy, UFSM) and was deposited in the herbarium of the
Department of Biology, UFSM. The AT was obtained from fresh leaves by
hydrodistillation for 3 h using a Clevenger apparatus, according to the European
Pharmacopoeia (2007). The AT was stored at -20°C in amber glass bottles.

The composition of the AT was assessed by gas chromatographic (GC)
analysis in a hyphenated Agilent 7890A system equipped with flame ionization
detector (FID) and mass spectrometry (MS) detector (series 5975C), and a fused
silica capillary column (HP5MS) measuring 30 m x 0.25 mm x 0.25 ym. To identify
the oil constituents AT sample (1 pL) was injected in the split mode (1:100, v/v),
and the carrier gas was He (1 mL/min). The injector temperature was 250°C, the
column oven temperature was initially maintained at 40°C for 4 min, and then
heated up to 320°C at 4°C/min, and the interface temperature was 250°C. The

GC-MS analysis was performed with electron-ionization (70 eV). Compounds
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detected for AT were identified by comparison of peak Kovats retention index and
mass spectra fragmentation patterns with reported data from Adams (2001) and
NIST digital mass spectra library (NIST, 1998), respectively. Kovats index was
determined using a homologous series of n-alkanes (Cg-C3;) injected under the
same chromatographic conditions as the samples. Quantitative data was obtained
from the electronically integrated FID peaks areas. Chromatographic conditions
used for GC-FID analysis were the same described for the GC-MS, except for
sample injection mode and injection and detection temperatures which were

performed at splitless mode and at 300°C.

2.2. In vitro assay
2.2.1. Determination of antimicrobial activity in vitro

The AT was tested against eight bacterial strains: Staphylococcus aureus
ATCC 25923, Salmonella enterica subsp. enterica serovar Enteritidis ATCC
13076, Salmonella enterica subsp. enterica serovar Choleraesuis ATCC 10708,
Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium ATCC 14028,
Pseudomonas aeruginosa ATCC10145, Escherichia coli ATCC 25922,
Enterococcus faecalis ATCC 19433, and Enterobacter aerogenes ATCC 13048.
The disc diffusion test was performed according to the procedures described by
the National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS, 2003). Fresh
cultures of the test organisms were suspended in sterile saline (0.85% NaCl) and
standardized for 0.5 on the MacFarland scale (1 x 108 CFU/mL). The suspensions
were seeded on the surface of Mueller-Hinton agar in a Petri dish and 6-mm-
diameter paper filters impregnated with 10 pL of distilled water (negative control),

AT (whole oil), or chloramphenicol (30 pg, positive control) were plated on the
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agar. After 24 h incubation at 36°C, the diameter of the inhibition zone was
measured (including the disc diameter; 6 mm). The inhibitory zone was classified
according to Carovic-Stanko et al. (2010): > 15 mm diameter is strongly inhibitory,
10-15 mm diameter is moderately inhibitory, and < 10 mm diameter is not

inhibitory. Three independent replicates were performed for each microorganism.

2.2.2. Determination of minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum
bactericidal concentration (MBC)

The MIC of AT was determined for the bacterial strains that were inhibited
in the disc diffusion test. An AT solution of 640 uL/mL was prepared in methanol
(Solution 1) and then diluted in Mueller-Hinton broth to yield a concentration of 6.34
ML/mL (Solution II). Based on the document M31-A3 CLSI (2008), a serial dilution
of solution Il was made with Mueller-Hinton broth in microdilution-plate wells to
give final concentrations of 3.17, 1.585, 0.793, 0.396, 0.198, 0.099, 0.049, and
0.025 pL/mL (equivalent to 2.85, 1.42, 0.71, 0.36, 0.18, 0.09, 0.044, and 0.022
mg/mL, respectively, because the AT density is 0.90 mg/uL).

Fresh cultures of the test organisms were suspended in sterile saline
(0.85% NaCl) and standardized for 0.5 on the MacFarland scale (1 x 10 CFU/mL).
This suspension was inoculated at 1 x 10° CFU/mL (10 pL) in the AT-containing
microplate wells and incubated at 35°C for 24 h under aerobic conditions. Mueller-
Hinton broth without bacterial inoculum was used as the negative control, whereas
the positive control was made with Mueller-Hinton broth and bacterial inoculum,
but no AT. The MIC was the lowest concentration of AT that completely inhibited

bacterial growth (Santurio et al., 2011).



43

The minimal bactericidal concentration (MBC) was determined from the
microdilution plates used in the MIC assay, according to Santurio et al. (2011).
Aliquots (10 pL) of each well that showed no visible growths were seeded on the
surface of Muller-Hinton agar. The bacterial growth was assessed after incubation
at 35°C for 24 h, and MBC was determined as the lowest concentration of AT that
had no bacterial growth. Three independent replicates were performed to

determine the MIC and MBC for each microorganism.

2.3. Antimicrobial activity in silver catfish
2.3.1. Antimicrobial activity in fish fillets

Six fresh silver catfish (R. quelen; 361.2 £ 93.2 g) were obtained in a local
fish market. Fish were washed with tap water and filleted using common
household practices. Fillets (85.1 £ 15.5 g) were dipped for 15 min in one of the
following solutions (500 mL): distilled water (control), 30 uL/L AT, or 40 uL/L AT.
Three independent fillet samples received each one of the treatments and were
separately stored at 2 £ 3°C in sterile plastic bags (Baglight, Interscience, Paris,
France) to yield three replicates per treatment. After 1, 3, 7, and 10 days, samples
(10 g) were aseptically withdrawn from each replicate to perform the

microbiological analyses.

2.3.2. Antimicrobial activity after in vivo exposure to the AT

Fifty-four silver catfish (R. quelen; 233.2 £ 45.1 g, 31.0 + 1.4 cm) were
obtained from a fish farm in the southern region of Brazil. The fish were placed in
plastic bags at a load density of 260 g/L water and were transported for 6 h on a

paved road. Three different treatments were applied to the water used during
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transport: control (water), 30 yL/L AT, and 40 uL/L AT (equivalent to 0, 27, and 36
mg/L because the density of AT is approximately 0.90 mg/uL). Each plastic bag
contained six fish and was considered as one replicate. Three independent
replicates were conducted for each treatment. The AT was diluted in ethanol (1:10,
v/v) and added to the water for transport. The concentrations of AT, transport time,
and loading density were chosen based on previous studies from our group
(Golombieski et al., 2003; Parodi et al., 2012; 2014; Daniel et al., 2014).
Immediately after transport, the fish were slaughtered by hypothermia
caused by dipping them into an ice-water slurry to mimic the procedures used in
the commercial fish food industry. After slaughtering, whole fish were packed in ice
flakes (1 kg/kg of fish) and stored in polystyrene boxes (100 kg capacity) at 2°C +
1°C (for up to 28 days. A separate box was used for each treatment and replicate.
The water was drained from the box, and the ice was replaced daily throughout
the entire storage period. Microbiological analyses were performed after 1, 3, 7,
10, 17, and 28 days of storage to assess the quality of the whole fish stored in ice.
At each time point, three fish were taken from each treatment (n = 3 per treatment)

for the analyses.

2.3.3. Microbiological analyses

Samples (10 g of fillet or 25 g of flesh from whole fish) were aseptically
obtained and blended in 0.1% peptone for 2 min in a Stomacher (Bag Mixer®400,
Interscience, France). Appropriate serial dilutions were plated onto plate-count
agar (Difco, Detroit, MI). The total mesophilic count was determined using the

pour-plate method after incubation at 35-37°C for 48 h (Downes and Ito, 2001).
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The psychrotrophic count was determined using the spread-plate method after

incubation at 7-10°C for 10 days (Downes and Ito, 2001).

2.4. Statistical analysis

Data from the in vitro antimicrobial activity assay (diameter of the inhibition
zone) were analyzed using one-way analysis of variance (ANOVA), whereas the
other results were analyzed using two-way factorial ANOVA (3 treatments x 4 time
points for the microbiological data from fish fillets and 3 treatments x 6 time points
for the microbiological data from the in vivo assay). The differences between the
averages were post hoc evaluated using Duncan’s test. Differences were

considered significant when p < 0.06.

3. Results and Discussion
3.1. Composition of AT

Mono- and sesquiterpenoids were the dominant compounds found in AT.
Among the 14 compounds identified, the most abundant were (g/100 g of oil): a-
citral (32.1%), B-citral (24.4%), limonene (13.4%), caryophyllene (4.9%), geranyl
acetate (3.1%), E-geraniol (2.7%), and caryphyllene oxide (2.2%). This
composition is similar to previous studies that also found a-citral as the major

constituent of AT followed by B-citral and limonene (Parodi et al., 2012).

3.2. In vitro antimicrobial assay
The agar disc diffusion method has been used for preliminary screening of
the antimicrobial activity of natural compounds. According to the measurement

scale proposed by Carovic-Stanko et al. (2010), the AT (whole oil) was strongly
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inhibitory against the Gram-positive bacteria S. aureus and E. faecalis (Table 1).
AT was moderately inhibitory against E. coli, E. aerogenes, S. Typhimurium, and
S. Enteritidis, but had no inhibitory effect against S. Choleraesuis or P.
aeruginosa, which are all Gram-negative bacteria (Table 1).

The AT (whole oil) was more effective than chloramphenicol at inhibiting the
growth of S. aureus, which was the most sensitive microorganism to this essential
oil. In agreement with a previous study that assessed the AT effect against S.
aureus, E. faecalis, E. coli, Klebsiella sp., and Proteus mirabilis (Demo et al.,
2005), in the present study, the AT (whole oil) strongly inhibited all Gram-positive
bacteria and moderately inhibited most Gram-negative bacteria. We show for the
first time that AT has moderate inhibitory activity against important foodborne
pathogens, namely Salmonella Typhimurium, Salmonella Enteritidis, and
Enterobacter aerogenes. This effect was confirmed by the MIC and MBC values
(2.85 mg/mL; Table 2). In the agar disc diffusion test, AT was also previously
shown to have inhibitory activity against pathogens isolated from genitourinary
infections, namely S. aureus (30 mm), E. coli (9 to 12.75 mm), E. faecalis (14 to 25
mm), and Klebsiella ozaenae (8 to 9.75 mm), but had no activity against P.
aeruginosa (Rojas et al., 2010). In addition, AT was previously shown to have
moderate to strong inhibitory effect against 13 different E. coli serotypes in the
MIC assay (Duarte et al., 2007), and showed up to three active fractions against S.
aureus, E. faecium, S. Choleraesuis, B. subtilis, Rhodococcus equi, and
Micrococcus luteus in the bioautographic assay (Sartoratto et al., 2004).

The antimicrobial activity of essential oils is affected by the lipophilicity,
stereochemistry, and structure of the oil components, among other factors (Veluri

et al., 2004). The mechanisms responsible for this activity include structural and
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functional damage to the bacterial cell membrane due to attack of the phospholipid
bilayer, disruption of enzyme systems, and DNA damage, among others (Tajkarimi
et al., 2010). Citral and limonene are major components of the AT (section 3.1;
Carnat et al.,, 1999; Parodi et al., 2012) and were likely responsible for the
antimicrobial activity of this essential oil. Citral inhibited the growth of four
foodborne pathogens, namely E. coli 0157:H7, Salmonella Typhimurium, L.
monocytogenes, and Vibrio vulnificus (Kim et al., 1995). Moreover, the inhibitory
zone of AT against Salmonella Typhimurium (Table 1) was similar to that observed
for a solution of purified citral diluted at 20% (Kim et al., 1995). Limonene also
shows antimicrobial activity against foodborne pathogens and resistant strains of
Gram-positive and Gram-negative bacteria (Burt, 2004). Despite the agreement
between the antimicrobial activity of AT and that of its major components, some
minor components may also have a role in the AT activity as demonstrated for
other essential oils that had greater antibacterial activity than their major isolated
components (Gill et al., 2002).

The MIC and MBC of AT was determined for seven bacterial strains that
were inhibited in the disc diffusion test. AT had stronger bacteriostatic potency
against S. aureus than against the other bacteria (MIC values; Table 2). AT had
similar bactericidal potency against S. aureus, E. aerogenes, S. Typhimurium, S.
Choleraesuis, and S. Enteritidis, but lower bactericidal potency against E. faecalis
and E. coli (MBC values; Table 2).

Although the agar disc diffusion test is largely used for the screening of
potential antibacterial compounds, the size of the inhibitory zone cannot accurately
reflect the relative antimicrobial effectiveness of the test compounds in liquid

culture (Kim et al., 1995). Therefore, MIC and MBC assays are required to
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compare the potency of compounds against different bacterial species. This fact
was observed for the antibacterial activity of AT against E. faecalis, which
presented strong inhibitory activity in the agar disc diffusion assay (Table 1), but
lower bactericidal potency (MBC > 2.85; Table 2).

Previous studies on the antibacterial effects of AT revealed MIC values
ranging from 0.4 to 1.0 mg/mL against 13 different E. coli serotypes (Duarte et al.,
2007), whereas the MIC values against S. aureus and S. Choleraesuis were 0.8
and 0.6 mg/mL, respectively (Sartoratto et al., 2004). These values are somewhat
higher than those found in the present study (Table 2). The discrepancy can be
explained by differences in the chemical composition of the AT, which are
determined by environmental conditions during plant growth, or to the different
methodologies used to determine the antibacterial activity (Burt, 2004; Rojas et al.

2010).

3.3. Antimicrobial activity in silver catfish

The first assay investigated the microbiological quality of silver catfish fillets
after being dipped in AT solution. ANOVA revealed a significant effect of AT
treatment and refrigerated storage time (p < 0.05) on the psychrotrophic and
mesophilic counts of silver catfish fillets, but no interaction between these
variables (Fig. 1). Fish fillets used in this experiment had a fair initial
microbiological quality (Fig. 1), most likely because they were purchased in the
market instead of being slaughtered immediately before the experiment. The
freshness of silver catfish fillets decreased during the storage, as indicated by the
significant increase in the mesophilic and psychrotrophic bacteria counts after 3

days of storage (p < 0.05; Fig. 1). After 7 days of storage, the fillets reached the



49

microbiological limit for human consumption (10° CFU/g; ICMSF, 1986). The
average mesophilic counts of fillets dipped in the 30 and 40 uL/L AT solutions
(6.58 + 0.30 and 6.45 £ 0.33 log CFU/qg, respectively) during storage were lower
than the control (6.79 + 0.33 log CFU/g) (p < 0.05). Similarly, the average
psychrotrophic counts of fillets dipped in the 30 and 40 uL/L AT solutions (6.30 £
0.40 and 6.28 £ 0.38 log CFU/g, respectively) were also lower than the control
(6.60 £ 0.37 log CFU/g) during storage (p < 0.05). These results provide evidence
for the antimicrobial activity of AT solutions used to treat fish fillets.

The spoilage of refrigerated fresh fish and fish products under aerobic
conditions is triggered by Gram-negative psychrotrophic non-fermenting
microflora. At room temperature (25°C), the fish microflora is dominated by
mesophilic microorganisms and, if the fish are caught in polluted waters, by
mesophilic Enterobacteriaceae (Gram and Huss, 1996). Because the fish fillets
used in the present study had a fair initial quality, the AT-triggered decrease in the
mesophilic counts may be related to the bactericidal potential of AT against
Enterobacteriaceae that was demonstrated in the in vitro study (Table 2).

Essential oils can be added to foods in different ways (Goni et al., 2009).
Because AT was recently demonstrated to be an effective sedative and anesthetic
for aquatic animals (Parodi et al., 2014; Zeppenfeld et al., 2014), a second
experiment was conducted to evaluate the microbiological changes during ice
storage of whole silver catfish that had been sedated with AT during transport. The
initial microbiological quality of fish used in this study was good, as indicated by
the low initial bacterial counts (Fig 2). Fish freshness reduced during the storage
time as indicated by the growth of mesophilic and psychrotrophic bacteria, which

increased after 10 and 17 days onwards, respectively (p < 0.05; Fig 2).
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ANOVA revealed a significant effect of the storage time (p < 0.05), but no
effect of AT treatment or interaction between these factors on the mesophilic
bacteria counts (Fig. 2A). In contrast, there was a significant interaction between
storage time and AT treatment on the psychrotrophic bacteria counts (p < 0.05;
Fig. 1B). Fish sedated with 40 uL/L AT during transport had lower psychrotrophic
counts at the 7™ and 28" days of refrigerated storage compared to the control (p <
0.05; Fig 1B). The spoilage of fish stored in ice under aerobic conditions is usually
triggered by Gram-negative psychrotrophic bacteria, such as Pseudomonas sp.
and S. putrefaciens (Gram and Huss, 1996). Thus, the lower psychrotrophic
bacterial growth in fish exposed to the AT before slaughtering suggests an
inhibitory effect of AT against these Gram-negative bacteria. However, P.
aeruginosa was not inhibited by AT in vitro (Table 1). The mesophilic and
psychrotrophic counts did not exceed the maximum limit recommended for
products with intermediate acceptable quality up to the 28" day of storage (10’
CFU/g; ICMSF, 1986), which indicates that the shelf-life of silver catfish stored in
ice was higher than 28 days (Huss, 1995).

AT is a potential antimicrobial agent against foodborne pathogenic strains
and food-quality indicators, such as S. Typhimurium, S. Enteritidis, S.
Choleraesuis, E. aerogenes, S. aureus, and E. faecalis. This antimicrobial effect
was confirmed in fish fillets dipped in AT solutions, which showed lower
psychrotrophic and mesophilic counts during the refrigerated storage. However,
when the fish were exposed to the AT before slaughtering, the antimicrobial effect
was less evident, being limited to a small decrease in the psychrotrophic bacteria

counts at specific time-points.
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Table 1: Antimicrobial activity against foodborne microorganisms assessed as the

inhibitory zone (mm) in the agar disc diffusion test.

Bacterial species Gram AT Chloramphenicol

type (10 pL of the whole oil) (30 ug)

Staphylococcus aureus + 36.6+1.5% 305+1.2°
Enterococcus faecalis + 23.1+0.7°" 32.0+1.1°
Escherichia coli - 10.6 £ 0.4°" 29.5 +0.2°
Enterobacter aerogenes - 11.5+0.5°" 29.5+0.2°
Salmonella Typhimurium - 10.1+0.4°* 27.0 £ 0.0°
Salmonella Choleraesuis - 9.3+0.2°% 27.5+0.2°
Salmonella Enteritidis - 11.0+0.7°* 29.5+0.2°

Pseudomonas aeruginosa No inhibition No inhibition

Means followed by different lower case superscript letters within the same line are
different (p < 0.05). The scale of measurement was the following: * > 15 mm
diameter is strongly inhibitory, * 10—15 mm diameter is moderately inhibitory, and #

< 10 mm diameter is not inhibitory. AT: essential oil of A. triphylla
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Table 2: Minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum bactericidal

concentration (MBC) of AT against selected foodborne microorganisms.

Bacterial species MIC (mg/mL) MBC (mg/mL)
Staphylococcus aureus  1.42 2.85
Enterococcus faecalis 2.85 >2.85
Escherichia coli 2.85 >2.85
Enterobacter aerogenes 2.85 2.85
Salmonella Typhimurium 2.85 2.85
Salmonella Choleraesuis 2.85 2.85
Salmonella Enteritidis 2.85 2.85

AT: essential oil of A. triphylla.
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Figure captions

Fig. 1: Changes in mesophilic (A) and psychrotrophic (B) bacteria counts of silver
catfish fillets treated with the essential oil of A. triphylla (AT) during refrigerated
storage. Results are expressed as mean £ SE (n = 3). Significant differences are

described in the text.

Fig. 2: Effect of in vivo exposure to different concentrations of the essential oil of
A. triphylla (AT) on the mesophilic (A) and psychrotrophic (B) bacteria counts of
silver catfish muscle stored in ice. Results are expressed as mean £ SE (n = 3). *

Significantly different from control at the same time point (p < 0.05).
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Using the Essential Oil of Aloysia triphylla (L'Her.)
Britton to Sedate Silver Catfish (Rhamdia quelen)
during Transport Improved the Chemical and

Sensory Qualities of the Fish during Storage in Ice

Ana Paula Daniel, Ana Paula L. Veeck, Bruna Klein, Lauren F. Ferreira, Mauro A. da Cunha, Thaylise V. Parodi,
Carla C. Zeppenfeld, Denise Schmidt, Braulio O. Caron, Berta M. Heinzmann, Bernardo Baldisserotto, and Tatiana Emanuelli

Abstract:
delayed the onset and resolution of rigor mortis as well as the degradation of IMP into HxR. compared to the control.

Exposure of silver catfish to 40 pL/L of the essential oil of Aloysia triphylla (AT) during in vive transport

The fish that were treated with 30 or 40 uL/L of AT received lower sensory demerit scores after 10 d of storage in ice
compared to the control, and the fish that were treated with 40 pL/L of AT had a longer sensory shelf life than did
the control. These results indicated that using AT as a sedative in the water in which the silver catfish were transported
extended their freshness and increased their shelf life during refrigerated storage.

Keywords: Aloysia triphylla (L’'Her.) Britton, essential oil, fish, quality, sensory

Practical Application:
aquaculture because they reduce the number of fish lesions acquired during capture, handling, and transportation. Fish

Interest in natural anesthetics, such as Aloysia triphylla, has increased in the field of commercial

sedated with the essential oil of A. triphylla at 40 pL/L during transport before slaughter exhibited a delay in the loss
of freshness and an increased shelf life in ice. In addition to improving animal welfare before slaughter, the essential oil

appears to be a promising product for improving fish conservation in the food industry.

Introduction

Aloysia triphylla (L'Herit) Britton (Verbenaceae) i1s an herbal
species that grows naturally in South America and is cultivated in
North Africa and Southern Europe (Valentio and others 2002).
[t has been traditionally used in an infusion in folk medicine as a
treatment for insomnia and anxiety and as an analgesic and sedative
(Carnat and others 1999). The leaves are used as a spice to give
a lemony flavor to fish and poultry dishes, vegetable marinades,
salad dressings, and other foods (Funes and others 2009). Reecently,
the essential oil of A. triphylla (AT) was patented as a sedative and
anesthetic for aquatic animals (PI0904839-1 A2). The anesthetic
effects of AT have been attributed to its major components, in-
cluding e-citral, B-citral, and limonene (Carnat and others 1999;
Parodi and others 2012).
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Anesthetics are utilized in commercial aquaculture to reduce the
development of lesions in fish during capture, handling, and trans-
port (Wendelaar Bonga 1997; Barcellos and others 2006; Parodi
and others 2012). However, some anesthetics fail to suppress the
hormonal phase of stress, which is composed of hypothalamic—
pituitary—interrenal axis stimulation and culminates in the release
of catecholamines and corticosteroids (Coyle and others 2004).
There is a lack of anesthetics that are safe for fish intended for
human consumption. The only anesthetic approved for this use
by the Food and Drug Administration (tricaine methanesulfonate,
MS5-222) requires a 21-d withdrawal period prior to human con-
sumption (Coyle and others 2004). Another disadvantage of MS-
222 1s that it can induce corticosteroid release in fish, depending
on the dosage used (Gressler and others 2014). Therefore, interest
in natural anesthetics, such as AT, has increased.

In addition to the risk of physical damage to the fish, the in-
creased muscular activity associated with stress can affect the quality
of the flesh because it hastens the onset of rigor mortis and acceler-
ates the degradative processes that occur during storage (Nakayama
and others 1992; Poli and others 2005).

After slaughter. fish undergo sequential changes that begin with
the onset and resolution of rigor mortis and are followed by the loss
of freshness, which is dominated by autolytic reactions followed by
microbiological deterioration (Pacheco-Aguilar and others 2000).
These changes include the degradation of ATP (adenosine 5'-
triphosphate) and proteins, pH changes, and the production of
low-molecular-weight volatile bases (total volatile basic nitrogen
[TVB-N]) (Ocafio-Higuera and others 2009; Hultmann and oth-
ers 2012). The course and the rate of these changes are critical
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in determining the quality and shelf life of fish; therefore, the
development of strategies that minimize preslaughter stress could
also improve the quality of fish products (Bosworth and others
2007).

This study investigated whether the use of AT to sedate silver
catfish during transport would delay chemical and sensory post
mortem changes and extend the shelf life of the fish. Silver catfish,
Rhamdia quelen, is a freshwater fish species endemic from southern
Mexico to central Argentina that has become increasingly impor-
tant in the aquaculture of Southern Brazil (Barcellos and others
2006) because it has adapted to temperate and subtropical climates
(Barcellos and others 2001).

Materials and Methods

This study was approved by the Ethics on Animal Use Commis-
sion (protocol 092/2011) and by the Ethics Committee (CAAE
0295.0.243.000-11) of the Federal Univ. of Santa Maria.

Experimental procedures

Ninety-nine silver catfish (R. quelen; 233.2 & 45.1 ¢, 31.0 £
1.4 cm) were obtained from a fish farm in the Southern region of
Brazil. The fish were placed in plastic bags at a load density of 260
g/L water and were transported for 6 h on a paved road. Three
difterent treatments were applied to the water used during trans-
port: control (water), 30 uL/L AT, and 40 uL/L AT (equivalent
to 0, 27, and 36 mg/L, respectively; the density of the essential oil
is approximately 0.90). Each plastic bag contained 11 fish and was
considered as 1 replicate. Three independent replicates were con-
ducted for each treatment. The AT was diluted in ethanol (1:10
v/v) and added to the water for transport. The transport time,
loading density, and concentrations of AT were chosen based on
previous studies from our group (Golombieski and others 2003;
Parodi and others 2012; Parodi and others 2014).

The amount of dissolved carbon dioxide, the pH, the temper-
ature, and the levels of total and unionized ammonia in the water
were determined before and after transport following the methods
of Becker and others (2012).

Immediately after transport, the fish were slaughtered by hy-
pothermia by dipping them into an ice-water slurry (2.4 kg ice,
3.6 L water, 1 kg fish) for 20 min to mimic the procedures used in
the commercial fish food industry. After slaughtering, whole fish
were packed in ice flakes (1 kg/kg of fish) and stored in polystyrene
boxes (100 kg capacity) at 2 &= 1 °C for up to 35 d. A separate box
was used for each treatment and replicate. The water was drained
and the ice was replaced daily throughout the entire storage pe-
riod. To assess the shelf life of whole fish stored in ice, nucleotide,
TVB-N, and sensory analyses were performed at 1, 3, 7, 10, 17,
28, and 35 d of storage. At each time point, 3 fish were taken from
each treatment group (1 = 3 per treatment) for analysis.

Three fish from each treatment group were used to evaluate
the index of rigor mortis, which was determined in whole fish that
were stored at 2 £ 1 °C during the 1st 144 h after slaughter.

Essential oil of A. triphylia (L'Her.) Britton

The plant A. triphylla (L'Her.) Britton was cultivated in Fred-
erico Westphalen City (27°22"S; 53°25"W), Rio Grande do Sul
State, Brazil. A voucher specimen (SMDB No. 11169) was iden-
tified by botanist Dr. Gilberto Dolejal Zanetti (Dept. of Industrial
Pharmacy, Federal University of Santa Maria, UFSM) and was de-
posited in the herbarium of the Dept. of Biology, UFSM. The AT
was obtained from fresh leaves by hydrodistillation for 3 h using
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a Clevenger apparatus according to the European Pharmacopoeia
(2007). The AT was stored at —20°C in amber glass bottles.

The composition of the AT was assessed by gas chromato-
graphic analysis using a Varian gas chromatograph (Model CP-
3800) equipped with a flame ionizer and a Saturno mass detector
using a VF-5 MS fused silica capillary column (Varian) measuring
30m x 0.25 mm x 0.25 pm. The sample (1 puL) was injected in
the split mode (1:20) for the gas chromatography-mass spectrom-
etry (GC-MS) or in the splitless mode for the GC-FID (flame
ionization detection). The injector temperature was 250 °C, the
carrier gas was He (1 mL/min), the column oven temperature
was initially maintained at 50 °C for 4 min and then heated to
280 °C at 4 °C/min, and the detector temperature was 310 °C.
The GC-MS analysis was performed with electron-ionization (70
¢V). The constituents of the AT were identified based on the
retention index (RI), which was determined using a calibration
curve of a homologous series of n-alkanes (Cg—Cs;) that had been
injected under the same chromatographic conditions as the samples
and using fragmentation models of the mass spectra. Both data sets
were compared with those in the literature (Adams 2007) and in
the equipment manufacturer’s library (NIST 1998). Quantitative
data were obtained from the areas of the electronically integrated
FID peaks.

Fish analysis

Rigor mortis index. The extent of rigor mortis was assessed based
on the curvature of the tail when the fish was placed on a flat table
so that the body caudal to the posterior edge of the dorsal fin
hung over the edge (Bito and others 1983). The rigor index (Ig)
was determined using the following formula: Ip = [(Lo — Lf) /
Lo| * 100, where L represents the vertical distance between the
base of the caudal fin and the table surface measured immediately
after death (Lo) and during storage (L1). The fish were stored at 2
£ 1 °C between rigor measurements. Prerigor was defined as the
state at which the Ir was less than 10%, inrigor was the state at
which Ir ranged between 80% and 100%, and postrigor was the
state at which Iy fell below 10%.

Nucleotide analysis. ATP and its breakdown products were
extracted according to the method of Ryder (1985). A sample of
muscle from the anterior dorsal region of the fish (5 g) was homog-
enized with 25 mL of 0.6 M perchloric acid at 0 °C for 1 min in an
IKA Ultra Turrax (T18 basic, IKA Works Inc., Wilmington, Del.,
U.S.A.) homogenizer. The homogenate was centrifuged at 2000
% g for 10 min, and 10 mL of the supernatant was adjusted to pH
6.5 to 6.8 using 1 M potassium hydroxide. Potassium perchlorate
was removed by centrifugation, and the supernatant was stored at
—20 °C for subsequent analysis. A Shimadzu Prominence liquid
chromatograph equipped with a model LC-20AT pump, a model
DGU-20A5 online degasser, and a model SPD-M20A diode ar-
ray detector (set at 254 nm) operated by LC Solution version 1.25
software was used for all of the analyses. Separation was achieved
using a C18 reversed-phase Shim-pack CLC ODS (M) column
(250 x 4.6 mm, 5 pum) with a guard column (Shim-pack GODS,
10 x 4 mm) (Shimadzu, Tokyo, Japan) using 0.04 M KH>PO4 and
0.06 M KoHPOy (pH = 7.0) as mobile phase A and acetonitrile as
mobile phase B. The buffer solutions were filtered through a 0.45-
psm Millipore filter before use. The mobile phase was eluted at a
flow rate of 0.8 mL/min following the gradient proposed by Vallé
and others (1998). A standard curve was prepared for each com-
pound that was evaluated [ATP, adenosine 5'-diphosphate (ADP),
adenosine 5'-monophosphate (AMP), inosine 5’-monophosphate
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(IMP), hypoxanthine (Hx), and inosine (HxR), ICN Biomedicals
Inc., Aurora, Ohio, US.A.] in the range of 0.01 to 0.4 mg/mL.
The samples were filtered through a 0.22-pem Millipore filter be-
fore injection to remove potassium perchlorate precipitates that
had formed during storage at —20 °C. All the reagents used were
of high-performance liquid chromatography (HPLC) grade.

TVB-N analysis. The TVB-N content of the flesh was de-
termined by distilling samples that were alkalified with MgO, as
described by Furuichi and others (1997), except that before dis-
tillation, the protein fraction was separated by homogenizing the
fish muscle in 5% trichloroacetic acid at a ratio of 1:2 (w/v).

Sensory analysis. The sensory analysis of the whole fish was
conducted using the Tasmanian Food Research Unit (TFRU)
freshness assessment scheme, a system developed at the CSIRO
{Commonwealth Scientific and Industrial Research Organization)
Div. of Food Research (Branch and Vail 1985), with minor modi-
fications for silver catfish (Table 1). On each day of analysis, 2 fish
from each treatment group were assessed by an expert panel (n =
13 to 19). Each panelist was given up to 4 simple descriptors that
were scored using demerit points from 0 to 3, with O representing
the highest quality, and any higher score indicating a poorer qual-
ity. The panelists were also asked to state whether the fish were
acceptable or unacceptable for consumption, and this judgment
was used to determine the shelf life of the fish.

Statistical analysis

The values for the water parameters were analyzed using a one-
way analysis of variance (ANOVA), and the other results were
analyzed using a two-way factorial ANOVA (3 treatments x 14
time points for rigor mortis and 3 treatments x 7 time points for the
other results). The differences between the averages were post hoc
evaluated using Tukey’s HSD (honest significant difference) test.
Differences were considered to be significant when P < 0.05.

Results and Discussion

Composition of the AT

Forty-one compounds were identified in the AT, mainly
monoterpenoids and sesquiterpenoids. The AT contained (as
g/100 g of oil) 29.4 a-citral, 20.8 f-citral, 11.9 limonene, 3.6
caryophyllene, 3.3 cubenol, 3.0 geranyl acetate, and 2.3 caryophyl-
lene oxide, whereas the other compounds were found at concen-
trations below 2 g/100 g. This composition is similar to those
reported in previous studies, which also found «-citral to be
the major constituent of AT, followed by f-citral and limonene
(Parodi and others 2012). Notably, citral and limonene have
been recognized by the regulatory agencies in the United States
and EU as safe for use as food additives (Tajkarimi and others
2010).

Water parameters

Transporting the fish for 6 h increased the levels of carbon
dioxide and the total and unionized ammonia nitrogen in the
water (P < 0.05) but did not change the pH or temperature
(Table 2). The presence of AT did not change the pH, temperature,
carbon dioxide level, or unionized ammonia level after transport
compared to the control values (P = 0.05, Table 2). The total
ammonia nitrogen levels after transport were lower in the water
containing AT than in the control water (P < 0.05), which may
indicate a less stressful condition during the transport of the fish, as
previously demonstrated using sedative compounds (Becker and
others 2012; Veeck and others 2013). In fact, fish sedated with

AT during transport had lower plasma cortisol levels, ammonia
excretion, and ionoregulatory changes than the controls, which
indicates mitigation of the transport stress (Zeppenfeld and others
2014).

Physicochemical analysis

Rigor mortis. An ANOVA revealed a significant effect of the
treatment X time interaction on the rigor mortis index values (P <
0.05). The fish that were treated with 40 pL/L AT had a delayed
onset of rigor mortis (lower rigor index values than the control at
6 and 8 h after slaughter (P < 0.05; Figure 1) and a faster initial
resolution of rigor mortis, as indicated by their lower rigor index
value compared with the control at 48 h after slaughter (P <
0.05; Figure 1). Thereafter, the resolution of rigor mortis proceeded
slowly in the fish that were treated with 40 puL/L AT, so that at
144 h, these fish had a higher rigor index value than the control.
These results indicated that only the fish treated with 40 uL/L AT
had not completely resolved rigor mortis at 144 h after slaughtering
(rigor index = 10%).

Preslaughter stress increases the degradation of glycogen to sup-
ply energy for muscular activity, hastens the onset of rigor mortis,
and leads to a more Intense rigor state compared with that of less
stressed fish (Bagni and others 2007; Bosworth and others 2007).
The delayed onset and resolution of rigor mortis in the AT -treated
fish may be associated with the decrease in transport stress caused
by this essential oil. In fact, it was recently demonstrated that using
the essential oil of AT as an anesthetic for silver catfish prevented
the release of cortisol, a stress hormone (Gressler and others 2014).

Fish deterioration begins only after the resolution of rigor mortis
(Poli and others 2005). The delayed onset and resolution of rigor
mortis found in the fish that were treated with 40 uL/L of AT
indicated that their freshness was preserved for a longer time than
that of the control fish.

Nucleotide-degradation products. After slaughter, the en-
ergy for muscle cell functions is supplied by ATP. which is gen-
erated by the anaerobic oxidation of glucose (from the glycogen
reserve) and by creatine phosphate (Iwamoto and others 1987).
When these ATP sources are depleted, the ATP level begins to
decrease, following a sequence of degradation from ATP — ADP
— AMP — IMP — HxR — Hx — xanthine (Howgate 2006).
When the ATP level decreases to approximately 1 pmol/g, the
muscle enters a full-rigor state (Wang and others 1998). The lev-
els of ATP and its breakdown products, ADP, AMP, IMP, HxR,
and Hx, can be determined as additional indicators of rigor mortis
(Wang and others 1998) and of fish freshness (Ocafio-Higuera and
others 2011).

ATP was not detected in any of the fish muscle samples, and
low levels of ADP and AMP were found, which were significantly
reduced during storage (Figure 2; P < 0.05). These findings indi-
cate that 1 d after slaughter, when the 1st samples were collected
for nucleotide evaluation, the majority of the ATP had been de-
graded into IMP, which was the predominant nucleotide at this
time (Figure 2). No significant effects of the treatment or of the
time X treatment interaction on the ATP. ADP, or AMP levels
were detected, and the ANOVA revealed a significant effect of the
treatment x time interaction on the levels of IMP and HxR (P <
0.05; Figure 2), whereas the Hx levels were affected only by the
time of storage (P < 0.05). The IMP level decreased from the 3rd
day of storage in all of the treatment groups (P < 0.05). The fish
that were treated with 40 uL/L AT had a higher level of IMP (9.2
& 0.2 pmol/g) than did the control (6.5 & 1.8 pmol/g) at 1 d
of storage (P > 0.05; Figure 2). The Hx levels increased from the
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Table 1-Tasmanian Food Research Unit (TFRU) sensory assessment scheme, modified for silver catfish.

Demerit points®

Parameters assessed 0 1 2 3
General

Firmness Firm Slighty firm Soft Very soft

Stiffness Prerigor Rigor Postrigor -

Odor Fresh Strong but not spoiled Spoiled -
Eyes

Clarity Clear Slightly cloudy Cloudy Very cloudy

Iris Visible Slightly visible Not visible -
Gills

Caolor Dark red Red Slightly brown Dark brown or grey

Mucus Absent Slight Moderate Excessive

Odor Fresh Strong Spoiled Very spoiled
Belly

Firmness Firm and elastic Firm and not elastic Soft Very soft

Color Bright white Grayish Brownish-yellow -
Vent

Condition Normal Dilated Excessive -

*Total demerit points (0 to 28).

Table 2-Values for the water parameters before and after the transport (6 h) of silver catfish (Rhamdia quelen) in plastic bags with
the essential oil of Aloysia triphylla (L’Her.) Britton added to the water.

After transport (treatment)

Water parameter Before transport Control 30 pL/L AT 40 uL/L AT
Carbon dioxide (mg/L) 49 £ 03 14.8 £+ 2.8* 17.3 + 2.2* 18.0 £ 2.5*
pH 7.3 £ 0.1 6.7 £ 0.1 6.6 £+ 0.1 6.6 £+ 0.1
Temperature (°C) 17.6 &£ 0.6 18.6 £ 1.0 185 £+ 1.0 19.0 &£ 0.8
Total ammonia Nitrogen (mg N/L) 08 + 0.6 103 £+ 0.6* 6.0 £+ 0.2% 6.1 £ 0.2*

Unionized ammonia {mg N/L) 0.0052 £ 0.004 0.018 + 0.007* 0.013 + 0.004* 0.014 + 0.003*

The data are expressed as the mean values & SEs. The asterisks indicate significant differences compared to the values before transport (P < 0.05). Different lowercase letters in the
rows indicate significant differences between the treatment groups after transport (P < 0.05).

7th day of storage compared to the initial values (P < 0.05), but
these changes were not affected by the treatment. The HxR levels
increased from the 3rd to the 17th day of storage when compared
to the initial values (P = 0.03) and then were lower on days 28 and
35 of storage compared to the level at day 17 (P < 0.05). The fish
that were treated with 40 uL/L of AT had a lower HxR (0.64 =
0.14 pmol/g) level than the control (1.31 £ 0.14 pmol/g) at 3 d
of storage (P < 0.05). These results indicate that the degradation

of IMP into HxR in the fish that were treated with 40 puL/L AT
was delayed, which suggests that AT had a beneficial effect on the
fish, as the loss of IMP has been related to the loss of fresh fish
flavor (Howgate 2006).

TVB-N
The TVB-N content 1s used as an indicator of the extent of dete-
rioration of refrigerated fish because it is composed of the contents
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Figure 1-Evaluation of rigor mortis during ice
storage of silver catfish that were exposed in
vivo to different concentrations of the
essential oil of Aloysia triphylla (L'Her.)
Britton (AT). The upper panel shows the
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of ammonia, trimethylamine, and other nitrogenous compounds
that are formed primarily by the action of microorganisms. The
TVB-N content of the fish showed minimal changes during stor-
age (2.8 to 5.6 mg N%), and these changes were not affected
by treatment with AT (data not shown; P = 0.05). The TVB-N
value appears to be inappropriate for the evaluation of silver cat-

Concentration (umolg)

Storage time (days)

Concartration (pmol&)

Storage time (days)

e
o [}
1
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-]

g
2
u] & s
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Storage time (days)
—&— IMP —5— ADP—H— AMP—&— Hx —¥— HxR

Figure 2—Effect of in vivo exposure to different concentrations of the es-
sential oil of Aloysia triphylla (L'Her.) Britton (AT) on the degradation
of nucleotides in the muscles of silver catfish stored in ice. (A) Control
(distilled water), (B) 30 zL/L AT, and (C) 40 uL/L AT. The results are ex-
pressed as the mean values + SEs (n = 3). (ATP) adenosine 5*triphosphate,
(IMP) inosine 5-monophosphate, (ADP) adenosine 5-diphosphate, (AMP)
adenosine 5-monophosphate, (Hx) hypoxantine, and (HxR) inosine.

fish spoilage because it remained well below 30 mg N%, which is
the maximum acceptable limit for human consumption in various
countries, including Brazil (Lakshmanan and others 1996; Tome
and others 2000). Although TVDB-N has been widely used to assess
the deterioration of marine fish, its use in assessing the deterio-
ration of freshwater fish has been questioned (Scherer and others
2006) because these fish generally contain negligible amounts of
trimethylamine oxide and urea, which are the substrates for TVB-
N formation.

Sensory analysis

A modified TFRU scheme (Table 1) was used to evaluate the
deterioration of the silver catfish during storage on ice. Some
parameters, such as those concerning the gills (color, mucus, and
odor), eyes (clarity and the presence of an iris), and belly (firmness
and color) were found to be good indicators of the freshness and
spoilage of silver catfish because they incurred the greatest changes
in demerit points during storage (data not shown). According to
the sensory evaluation, the freshness of a silver catfish was indicated
by dark-red gills with a fresh appearance and a fresh fish odor, clear
eyes with a visible iris, and a firm bright-white belly, whereas poor
quality was indicated by brown-colored gills with a spoiled smell
containing a moderate amount of mucus, cloudy to very cloudy
eyes with no visible iris, and a soft and grayish to brownish-yellow
belly (data not shown).

There was a significant effect of the time x treatment interac-
tion on the overall TFRU sensory scores (Figure 3A). The demerit
sensory scores of all the fish increased linearly during storage, but
the fish that were treated with 30 or 40 uL/L of AT received
significantly lower sensory scores than did the control fish after
10 d ot storage, indicating that they had a greater degree of fresh-
ness (P < 0.05; Figure 3A). These lower sensory scores are most
likely associated with a delay in biochemical deterioration (rigor
mortis evolution and nucleotide degradation). These results indi-
cate that AT delayed the loss of freshness during the early storage
period, which would result in an advantageous quality during the
early phase of shelf life.

The panelists indicated that the control fish were unacceptable
for consumption at day 35 of storage, whereas the fish that were
treated with 30 pL/L AT were unacceptable at day 28, and the
fish that were treated with 40 uL/L AT were acceptable at 35 d
of storage (P < 0.05: data not shown). The shelf life of the con-
trol silver catfish ranged from 28 to 35 d of storage in ice, which
15 slightly higher than that previously reported for other catfish
(15 to 27 d; Huss 1995). Treatment with 40 pL/L AT increased
the shelf life of fish stored in ice to more than 35 d. The sen-
sory scores of the control fish and the fish that were treated with
30 pL/L AT were 21.2 and 19.7, at the limits of acceptability
(Figure 3A). The fish that were treated with 40 pL/L AT, which
were still acceptable at the end of the storage period, attained a
sensory score of 19.3 (Figure 3A). Although no difference was
observed among the treatment groups in the overall TFRU sen-
sory scores at the end of the storage period (Figure 3A), some
parameters, such as the gill color and the belly firmness, were
significantly affected by the AT treatment (Figure 3B and C) and
most likely contributed to the different shelf lives of the treat-
ment groups. Compared with the control fish, the fish treated
with 30 puL/L AT had higher demerit points for gill color at
day 28 of storage (Figure 3B), which most likely contributed to
its rejection at this time point. In contrast, the fish that were
treated with 40 pL/L AT had lower demerit points for gill color
and belly firmness at day 35 of storage compared to the control
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Figure 3—Changes in sensory qualities during the refrigerated storage of
silver catfish that were exposed in vivo to the essential oil of Aloysia
triphylla (L'Her.) Britton (AT): overall TFRU sensory scores (A), gill color
(B), and belly firmness (C). The scores are the demerit points obtained
using the TFRU scheme; higher scores indicate poorer quality. The results
are expressed as the mean values = SEs (n = 13 to 19). *Significantly
different from the control at the same time point (P < 0.05). For clarity,
only the significant differences between the control and the treatment
groups are indicated in the figure.
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(Figure 3B and C), which most likely contributed to them having
the longest shelf life.

Cakli and others (2007) showed that the results of a sensory
analysis of whole ungutted sea bream (Spams anrata) and sea bass
(Dicentrarchus labrax) using a modified TFRU freshness assessment
scheme similar to the one used in the present study were well cor-
related with the results of microbiological analysis during storage
in ice. Microbiological growth was not assessed in this study, but
the higher sensory demerit points given at the end of the storage
period reflected the progress of bacterial spoilage. Thus, the in-
creased shelf life of the fish that were treated with 40 uL/L AT
could be related to its antibacterial activity. In fact, AT exhibited
antibacterial activity in vitro against Staphylococcus aureus, Enterococ-
aus faecalis, Escherichia coli, Klebsiella pnewmonia, and Aeromonas sp.
(Reojas and others 2010; Parodi and others 2013).

Conclusions

Results indicate that fish that were sedated with the essential
o1l of AT at 40 pL/L during transport before slaughter exhibited
a delay in the loss of freshness and an increased shelf life during
storage In ice. In addition to improving animal welfare before
slaughter, AT appears to be a promising product for improving
fish conservation in the food industry.
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Estabilidade de filés congelados de jundias (Rhamdia quelen) sedados com o dleo
essencial de Aloysia triphylla (L'Her.) Britton durante o transporte

Stability during frozen storage of fillets from silver catfish (Rhamdia quelen) sedated

with the essential oil of Aloysia triphylla (L’Her.) Britton during transport
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RESUMO

O objetivo do trabalho foi avaliar o uso do dleo essencial de Aloysia triphylla (AT)
na agua de transporte de peixes, in vivo como sedativo, e se este 6leo poderia aumentar a
estabilidade de filés de jundid (Rhamdia quelen) durante o armazenamento congelado.
Avaliou-se a composi¢ao quimica do AT e dos filés dos peixes expostos ao AT (0, 30 ou
40 pL.L™"), bem como o pH e indicadores de oxidacdo lipidica (dienos conjugados, DC;
substancias reativas ao acido tiobarbiturico, TBARS) dos filés ao longo do armazenamento
(-184+2°C/17 meses). O a-citral ¢ o B-citral foram os compostos majoritarios do AT. O
tratamento com AT ndo modificou a composicdo centesimal dos filés de jundid. O
tratamento com 40 pL.L" de AT resultou em menor pH que o controle (p<0,05) durante o
congelamento. Foi observado maior teor inicial de DC nos filés dos tratamentos 30 e 40
uL.L'1 de AT e menor valor de TBARS nos filés do tratamento 40 uL.L'1 de AT apos 6,9 ¢
17 meses de congelamento, em comparagdo com os filés controle (p<0,05). Os resultados
indicam que o uso do AT como sedativo na 4gua de transporte de jundias, além de
promover o bem estar animal, retarda a oxidacdo lipidica dos filés durante o

armazenamento congelado, o que pode ampliar sua vida util.
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Palavras chaves: oxidacao, transporte, peixe, TBARS, anestésico natural.
ABSTRACT

This study was aimed at evaluating whether the use of the essential oil of Aloysia
triphylla (AT) used for fish transport would, in vivo as a sedative, and this oil increase the
stability of fillets from silver catfish (R. quelen) during frozen storage. The chemical
composition of AT and of the fillets from fish exposed to the AT (0, 30 ou 40 uL.L™") were
evaluated as well as the pH values and markers of lipid oxidation (conjugated dienes, CD;
thiobarbituric acid reactive substances, TBARS) in the fillets during of frozen storage (-
18+2°C/17 months). a-Citral and B-citral were the major compounds found in the AT. AT
treatment did not change the proximate composition of fish fillets. Fillets from fish treated
with 40 pL.L"" of AT had lower pH values than the control (p<0.05) during the storage.
The fillets from fish treated with 30 and 40 pL.L™' of AT had higher initial levels of DC
and fillets from fish treated with 40 pL.L™" of AT had lower levels of TBARS after 6, 9 and
17 months of storage (p <0.05) than the control fillets. Besides promoting animal welfare,
the use of AT as a sedative for the transport of silver catfish, delays lipid oxidation of
frozen fillets, which may extend its shelf life.
Keywords: oxidation, transport, fish, TBARS, natural anesthetic.
INTRODUCAO

O jundid (Rhamdia quelen) ¢ uma espécie de peixe de agua doce endémica do sul
do México ao centro da Argentina. Sua importancia na aquicultura tem aumentado,
principalmente no sul do Brasil (BARCELLOS et al., 2006), além de ter boa aceitagao no
mercado consumidor (BARCELLOS et al., 2013). Na aqtiicultura comercial os peixes sao
submetidos ao estresse durante a captura, manuseio e transporte (PARODI et al., 2012).
Além do risco de danos fisicos ao peixe, o aumento da atividade muscular pode afetar a

qualidade da carne, uma vez que antecipa o inicio do rigor mortis e acelera os processos de
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degradacao como a oxidac¢ao lipidica e protéica durante o armazemanto (ASHELY, 2007),
sendo critico para determinar a qualidade e a vida 1til do pescado (BOSWORTH et al.,
2007).

Uma estratégia para reduzir o estresse pré-abate ¢ o uso de anestésicos (PARODI et
al.,, 2012, ZEPPENFELD et al., 2014). Anestésicos contendo eugenol como ingrediente
ativo (AQUI-S® 20E) podem ser usados para sedar os peixes na Nova Zelandia, Australia,
Chile e Cor¢ia (ASHLEY, 2007). No entanto, o tnico anestésico aprovado pela Food and
Drug Administration para uso na aqiiicultura (Metanossulfanato de Tricaina, MS-222) nao
pode ser aplicado em periodo inferior a 21 dias antes do abate se o peixe for destinado para
o consumo humano nos EUA e de 5 dias no Canada (MEINERTZ et al., 2014). Assim, tem
aumentado o interesse por anestésicos naturais e, recentemente, o 6leo essencial de Aloysia
triphylla (AT) foi patenteado como sedativo e anestésico para animais aquaticos
(P10904839-1A2).

A A.triphylla (L' Herit) Britton (Verbenaceae) ¢ uma espécie de erva que cresce
naturalmente na América do Sul e é cultivada no Norte da Africa ¢ sul da Europa
(VALENTAO et al., 2002). Ela tem sido usada na medicina popular como infusdo para o
tratamento de insonia e ansiedade, e como analgésico e sedativo (CARNAT et al., 1999).
Suas folhas sdo usadas para conferir sabor de limdo em pratos a base de pescado e aves,
vegetais marinados, saladas e outros (FUNES et al., 2009). Os efeitos anestésicos do AT
tém sido atribuidos a seus principais componentes a-citral, B-citral e limoneno (CARNAT
et al., 1999; PARODI et al., 2012). A capacidade antioxidante do AT foi demonstrada in
vitro em ensaio de remogdo do radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazila (DPPH) no qual o AT
apresentou atividade moderada em comparacdo ao antioxidante sintético butil

hidroxianisol utilizado comercialmente (HOSSAM et al., 2011).
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Entre os produtos de origem animal, o pescado ¢ o mais susceptivel a deterioracao
devido a elevada atividade de 4gua dos tecidos, ao pH proximo a neutralidade, ao elevado
teor de nutrientes facilmente utilizaveis por micro-organismos, bem como ao alto contetido
de acidos graxos insaturados (HOSSEINI et al., 2010). A vida util dos pescados
congelados ¢ limitada por reagdes de hidrolise e especialmente de oxidacao lipidica, que
resultam em alteragdes indesejaveis na cor, sabor, odor e valor nutritivo (SAMPELS,
2013).

Assim, o objetivo do trabalho foi avaliar o uso do o6leo essencial de Aloysia
triphylla (AT) na agua de transporte de peixes, in vivo como sedativo, e se este Oleo
poderia aumentar a estabilidade de filés de jundia (R. quelen) durante o armazenamento
congelado.

MATERIAL E METODOS
Oleo essencial de A. triphylla (L' Her.) Britton

A A. triphylla (L' Her.) Britton foi cultivada na cidade de Frederico Westphalen
(27°22"S; 53°25"W), Rio Grande do Sul, Brasil. A espécie foi identificada pelo botanico
Dr. Gilberto Dolejal Zanetti (Departamento de Farmécia Industrial, UFSM) e depositada
no herbario do Departamento de Biologia da UFSM (SMDB No. 11169). O AT foi obtido
a partir de folhas frescas por hidrodestilagdo durante 3h usando o aparelho de Clevenger
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010) ¢ armazenado em frascos de vidro ambar (-20°C).

A composicdo do AT foi avaliada em cromatografo gasoso (CG) Varian (Modelo
CP - 3800) equipado com detector de ionizagdo em chama (FID) e de espectrometro de
massas (EM) Saturn com uma coluna capilar de silica fundida, VF-5 EM (Varian) de 30m
x 0,25mm x 0,25pum. A amostra (1pL) foi injetada no modo split (1:20) para CG-EM e no
modo splitless para CG-FID, nas condig¢des: temperatura do injetor 250°C, gas de arraste

He (ImL.min™"), temperatura do forno 50°C durante 4 min ¢ em seguida aquecida até
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280°C a 4°C.min "', temperatura do detector 310°C. A analise de CG-EM foi realizada com
ionizacdo por impacto de elétrons (70eV). Os componentes do AT foram identificados
através da comparagdo entre o pico do indice de retencdo de Kovats e os padrdes de
fragmentacao de espectro de massa com dados reportados a partir de Adams (2001) e NIST
biblioteca digital de espectros de massa (NIST, 1998), respectivamente. indice Kovats foi
determinado usando uma série homologa de n-alcanos (C8-C32) injectados sob as
condi¢des cromatograficas idénticas as amostras. A quantificagdo foi obtida pela area dos
picos na analise de CG-FID.
Procedimento experimental

Para o desenvolvimento deste estudo foram utilizados 45 jundias (247,2+ 45,1g;
32,8+1,4cm) obtidos em uma piscicultura comercial. Os peixes foram colocados em sacos
plasticos a densidade de 260 gL' de 4gua (5 peixes/saco) e transportados por 6h em
rodovia asfaltada. Na agua utilizada para o transporte foram aplicados trés diferentes
tratamentos: controle (dgua), 30 ou 40 pL.L" de AT (equivalente a 0, 27 ou 36 mg.L",
respectivamente, devido a densidade do 6leo essencial ser de 0,90), cada um com trés
repeti¢des. A AT foi diluido em etanol (1:10 v/v) e adicionado na 4agua de transporte. O
tempo de transporte, a densidade de carga e as concentragdes do AT foram escolhidos com
base em estudos anteriores (PARODI et al., 2012; PARODI et al., 2013; GOLOMBIESKI
et al., 2003). As quantidades de gas carbdnico dissolvido, pH, temperatura, amonia total e
ndo ionizada na agua antes e apds o transporte foram descritas em um trabalho recente
(DANIEL et al., 2014) e estavam de acordo com as exigéncias para o jundia.

Apods o transporte, os peixes foram abatidos por hipotermia, lavados com agua
potavel e filetados utilizando praticas domésticas. Um filé¢ de cada tratamento e repeticao
foi utilizado imediatamente apds o abate para avaliar a composi¢do quimica e 0s

indicadores da oxidagdo lipidica, enquanto que os demais filés foram armazenados a -
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184+2°C, em bandejas de poliestireno individuais cobertos com filme policloreto de vinila.
Para avaliar a estabilidade lipidica dos filés foram avaliados os valores de dienos
conjugados (DC) e substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) a cada 3 meses
durante 17 meses de congelamento.
Analises dos filés

A composicdo centesimal dos filés foi realizada imediatamente apds o abate
seguindo a metodologia da AOAC (1996), exceto a gordura, que foi avaliada segundo
BLIGH & DYER (1959). A determinacdo de pH realizou-se na propor¢dao de 1g para
10mL de agua destilada (PASTORIZA & SAMPEDRO, 1994).

Os valores de DC foram determinados na gordura extraida pelo método de BLIGH
e DYER (1959), sendo os lipidios extraidos dissolvidos em 3 mL de ciclohexano seguido
de leitura em 233nm (RECKNAGEL & GLENDE, 1984). Os valores de TBARS foram
determinados homogeneizando-se a amostra de filé em Ultra Turrax (IKA T18 Basico)
com KCI 1,5% na proporg¢do de 1:5 (m/v), seguida de centrifugagdo a 3000 x g por 10min.
O sobrenadante foi incubado a 100°C durante 15 min em preseng¢a de acido tricloroacético
e acido tiobarbitirico. Por fim, o produto da reacdo foi extraido com n-butanol e
quantificado em 535 nm (BUEGE & AUST, 1978).
Analise estatistica

Os dados foram analisados utilizando o programa Statistica 9.1 e expressos como
médiaterro padrdo. A composi¢do dos filés foi submetida a andlise de variancia de uma
via (ANOVA) e os demais resultados a ANOVA em arranjo fatorial (3 tratamentos x 6
tempos). As diferengas entre as meédias foram verificadas pelo teste de Tukey e
consideradas significativas quando p<0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO
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Foram identificados 41 compostos no AT, sendo a maioria mono e sesquiterpenos.
Os compostos encontrados em maiores concentracdes no AT foram (g.100g™ de 6leo) a-
citral 29,4; B-citral 20,8; limoneno 11,9; cariofileno 5,6; cubenol 3,3; acetato de geranil 3,0
e oxido de cariofileno 2,3; enquanto que os outros compostos foram encontrados em
concentracdes inferiores a 2g.100g™". Os resultados sdo semelhantes aos demais estudos
que encontraram citral como principal constituinte do AT (HOSSAM et al., 2011;
PARODI et al., 2012). O a-citral geralmente ¢ o constituinte majoritario do AT, seguido
por P-citral e limonene (PARODI et al., 2012). E importante destacar que agéncias
regulatorias dos Estados Unidos e da Europa consideram o citral e o limoneno como
aditivos alimentares seguros para o consumo humano (TAJKARIMI et al., 2010).

O tratamento com AT durante o transporte nao modificou a composi¢ao centesimal
dos filés de jundia, sendo que a composicdo média para todos os tratamentos (n=9)
(3,0+£0,6% de gordura, 13,4+1,0% de proteina, 1,1+0,0% de cinzas e 80,3+1,4% de
umidade) foi semelhantes a relatada por VEECK et al. (2012) para esta espécie.

A legislacdo brasileira (BRASIL, 1974) estabelece 6,8 como o limite maximo
aceitavel de pH para os pescados. Ao longo da armazenagem os filés de jundids
congelados revelaram valores de pH abaixo deste limite (Figura 1). No entanto, observou-
se efeito significativo do tempo de armazenamento e do tratamento sobre os valores de pH
dos filés, sem interacdo entre estas varidveis. O pH aumentou apds 12 meses de
congelamento comparado ao valor inicial (p<0,05), em todos os tratamentos. Os filés dos
peixes tratados com 40 pL.L" de AT apresentaram valores de pH inferiores (p<0,05) aos
valores do controle ao longo de todo armazenamento (Figural). Os valores menores de pH
iniciais e ao longo do tempo para os filés de jundids tratados com AT pode ser resultado da
reducdo do estresse do peixe, reduzindo a utilizagdo de glicogénio durante o transporte.

Apobs o abate, o glicogénio muscular ¢ degradado liberando glicose para produgdo de
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energia pela via glicolitica anaerdbica, resultando em actimulo de acido latico e redugdo do
pH (BAGNI et al., 2007). Assim, propde-se que a maior reserva de glicogénio muscular no
momento do abate resultou em maior acimulo de acido latico e redugdo do pH no peixes
tratados com AT. Esta proposta estd de acordo com os dados de ZEPPENFELD et al.
(2014), que relataram maior teor de lactato no musculo de jundias sedados com AT durante
o transporte em comparagao ao controle.

A estabilidade lipidica dos filés de jundia congelados foi avaliada pelos valores de
DC e de TBARS (Figura 2). A ANOVA revelou uma interagdo entre o tempo € o
tratamento sobre os valores de dienos conjugados (produtos primarios da oxidagdo
lipidica) e de TBARS (produtos secundarios da oxidagdo lipidica) dos filés de jundia
congelados (p<0,05). Os filés dos jundias tratados com AT (30 e 40 uL.L™") apresentaram
valores de DC superiores ao do controle no tempo zero (Figura 2A). Por outro lado, os filés
de jundias tratados com 40 puL.L"' de AT durante o transporte apresentaram menores
valores de TBARS que o controle em 6, 9 ¢ 17 meses de congelamento (p<0,05; Figura
2B). Em conjunto, os resultados de DC e TBARS indicam a exposi¢ao a 40 uL.L'1 de AT
durante o transporte apresentou um efeito antioxidante nos filés de jundids congelados,
pois retardou a degradacao dos produtos primarios da oxidagao lipidica (DC) em produtos
secundarios (TBARS). Este retardo na velocidade da oxidacdo lipidica, e em especial os
menores valores de TBARS podem ser importantes para estender a vida util dos filés de
jundias congelados, pois os aldeidos resultantes da oxidagdo lipidica (avaliados pelo valor
de TBARS) sdo responsaveis pelo odor de rango caracteristico e consequente rejei¢do dos
alimentos oxidados (DAMODARAN et al., 2008). Valores de MDA até¢ no maximo 1-2
mg kg™ sdo considerados como o limite de aceitabilidade (GILL, 1990), sendo que os filés

de jundias controle e os tratados com 30 pL L' de AT atingiram esse limite no sexto més
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de congelamento, enquanto que os filés de jundids tratados com 40 uL L' AT néo
atingiram esse limite mesmo apos 17 meses de congelamento.

O retardo na oxidagao lipidica dos filés de jundids expostos ao AT durante o
transporte pode estar relacionado a capacidade antioxidante e de prevengdo da
lipoperoxidagdao demonstrada pelo AT quando usado como anestésico in vivo em jundids
(GRESSLER et al., 2012). A exposi¢ao in vivo ao AT imediatamente antes do abate
demonstrou uma reducao no estresse dos jundids pela supressao da liberagao de cortisol e,
além disso, aumentou a atividade das enzimas antioxidantes catalase e glutationa S-
transferase (GRESSLER et al., 2012). Além disso, o efeito antioxidante do AT também
pode estar relacionado a remogado de radicais livres por compostos antioxidantes presentes
no o6leo, ja que foi demonstrado, in vitro, que o mesmo apresenta uma capacidade
moderada de remogao do radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazila (DPPH) em comparagdo com
o butil hidroxianisol, um antioxidante sintético utilizado comercialmente (HOSSAM, et al.,
2011).

CONCLUSAO

O dleo essencial de A. triphylla (40 pL.L™") utilizado na 4gua de transporte dos
peixes reduz o estresse como indicado pela reducdo do pH muscular apds o abate, além de
retardar a oxidagdo lipidica dos filés de jundid armazenados congelados, especialmente a
degradacdo de produtos primarios da oxidacdo lipidica (DC) em produtos secundarios
(TBARS). Assim, o uso do AT como sedativo na agua de transporte de jundids, além de
proporcionar o bem-estar dos peixes, pode contribuir para ampliar a vida util dos filés de
jundia congelados.

Comité de Etica e Biosseguranca
Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (Protocolo

092/2011) da Universidade Federal de Santa Maria.
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Figura 1: Efeito da exposicdo in vivo ao dleo essencial de Aloysia triphylla (AT) sobre
o valor de pH de filés de jundia durante o armazenamento congelado. Os valores sao
média = erro padrao (n=3). A ANOVA revelou efeito significativo do tempo de

armazenamento congelado e dos tratamentos, sem interagao entre as variaveis.
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Figura 2: Efeito da exposicao in vivo ao 6leo essencial de Aloysia triphylla (AT) sobre os
valores de dienos conjugados (DC) (A) e substancias reativas ao acido tiobarbiturico
(TBARS) (B) de filés de jundia durante armazenamento congelado. Os valores sao
médiaterro padrao (n=3). DO: densidade oOtica. A ANOVA revelou uma interagdo
significativa tempo X tratamento nos valores de DC e TBARS. *Significativamente

diferente do controle no mesmo tempo de armazenamento congelado (p<0,05).
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EFEITO DA INFUSAO DE Aloysia triphylla NA ESTABILIDADE DE FILES DE
JUNDIA (Rhamdia quelen) CONGELADOS
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Ruviaro**, Jaqueline Piccolo***, Luana Haselein Maurer***, Mauricio Schneider
Oliveira****, Carlos Augusto Mallmann***** Berta Maria Heinzmann****** Tatiana
Emanuelli*******1

Resumo

A Aloysia triphylla (Verbenaceae) é uma planta nativa da América do Sul,
conhecida popularmente por erva-cidreira ou cidr6. O objetivo do trabalho foi
avaliar o efeito da infusdo de Aloysia triphylla (IAT) sobre a estabilidade oxidativa
de filés de Jundia congelados. Os filés frescos de Rhamdia quelen foram imersos
por 10 min em agua destilada (controle) ou IAT (1, 2,5 ou 5%), drenados e em
seguida armazenados (-18+2°C) para avaliagdo do pH, oxidagéo lipidica [dienos
conjugados (DC) e substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS)] e cor
instrumental (CIELab) ao longo de 21 meses. O teor de fendlicos totais das
solugdes de IAT utilizadas variou de 238,7 a 832,3 mg equivalentes de &cido
clorogénico/100mL, tendo sido identificados como compostos majoritarios a
isoquercetrina>acido rosmarinico>luteolina. Os filés tratados com IAT
apresentaram valores de pH inferiores aos filés controle apés 10 meses de
congelamento. O efeito antioxidante da IAT (1-5%) foi constatado pelos menores
teores de DC apds 7 meses de congelamento, bem como valor de TBARS inferior
ao controle nos tempos 4, 7 e 10 meses de congelamento. Independente do
tempo de armazenagem, o tratamento com IAT 5% reduziu a luminosidade,
aumentou a tendéncia ao amarelo e o croma comparado aos filés controle,
enquanto o tratamento com IAT 2,5% aumentou apenas a tendéncia ao amarelo.
Porém, a variagdo total de cor (AE*ab) dos filés tratados com IAT (2,5 e 5%) ao
longo do congelamento foi menor que nos filés controle. Assim, a imers&o de filés
de jundias na IAT retardou a oxidacao lipidica e as mudangas na coloragéo
durante o armazenamento congelado, podendo estender a vida util dos filés.
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Palavras chaves: antioxidante, polifendis, dienos conjugados, oxidagao lipidica,
cor instrumental.

EFFECT OF Aloysia triphylla INFUSION ON STABILITY OF SILVER CATFISH
(Rhamdia quelen) FILLETS DURING FROZEN STORAGE

ABSTRAT

Aloysia triphylla (Verbenaceae) is a plant native from the South America,
popularly known as lemon balm or cidré. The objective of this study was to
evaluate the effect of Aloysia triphylla infusion (ATI) on the oxidative stability of
silver catfish fillets during frozen storage. Fresh fillets from Rhamdia quelen were
dipped for 10 min in distilled water (control) or ATI (1, 2.5 or 5%), drained and then
stored at -18+2°C for the assessment of pH, lipid oxidation [conjugated dienes
(DC) and thiobarbituric acid reactive substances (TBARS)] and instrumental color
(CIELab) during 21 months. The total phenolic content of the ATI solutions ranged
from 238.7 to 832.3 mg of chlorogenic acid equivalents/100 mL. The major
compounds identified were isoquercetrin> rosmarinic acid> luteolin. Fillets treated
with ATl had lower pH values than control after 10 months of storage. The
antioxidant effect of ATI (1-5%) was supported by the lowest DC levels after 7
months of storage, and by the TBARS value lower than control at 4, 7 and 10
months of storage. Regardeless of the storage time, the treatment with ATl 5%
reduced the brightness, increased the yellowness and the chroma compared to
control fillets, while treatment with 2.5% ATI only increased the yellowness.
However, the total color change (AE*ab) for fillets treated with ATl (2.5 and 5%)
along the storage was lower than for control fillets. Thus, dipping silver catfish
fillets in ATI delayed lipid oxidation and color changes during frozen storage and
can extend fillets shelf life.

Key words: antioxidant, polyphenols, conjugated dienes, lipid oxidation,
instrumental color.

INTRODUGAO

Atualmente, os consumidores tém revelado maior conhecimento sobre os
efeitos de aditivos quimicos na saude humana. A seguranga toxicolégica dos
principais antioxidantes sintéticos usados atualmente em alimentos (butil
hidroxianisol, butil hidroxitolueno, terc-butil-hidroquinona e ésteres do acido
galico) tem sido questionada, pois existem evidéncias de que eles se ligam ao
DNA e alguns apresentam efeito carcinogénico em animais (DOLATABADI &
KASHANIAN, 2010). Por este motivo, tem crescido a busca por aditivos
antioxidantes naturais para uso em alimentos (VALERGA et al., 2012; VEECK et
al., 2013a; PICCOLO et al.,, 2014). Naturalmente presentes nos vegetais, os
polifendis apresentam atividade antioxidante (MELLO & GUERRA, 2002; AL-
ZOREKY, 2009), representando uma importante alternativa para a industria de
alimentos. Alguns flavondides e acidos fendlicos apresentaram atividade
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antioxidante similar aos antioxidantes sintéticos butil hidroxitolueno e butil
hidroxianisol (FUKUMOZO et al., 2000).

A Aloysia triphylla (L' Herit) Britton (Verbenaceae) € uma erva aromatica
que cresce naturalmente na América do Sul e é cultivada no Norte da Africa e sul
da Europa (VALENTAO et al., 2002). As folhas desta erva podem ser usadas
como tempero, para conferir sabor de lim&o em alimentos a base de pescados e
aves, vegetais marinados, saladas e outros (FUNES et al.,, 2009). Os seus
extratos ou infusbes tem sido tradicionalmente utilizados na medicina popular
para o tratamento de insbnia e ansiedade, e como analgésico e sedativo
(CARNAT et al., 1999). Os principais constituintes encontrados na A. triphylla séo
compostos fendlicos, com destaque para os polifendis (675 mg/L) como o
verbascosideo (400 mg/L) e a luteolina 7-diglicuronideo (100 mg/L), bem como o
Oleo essencial rico em citral (CARNAT et al.,1999).

O uso do déleo essencial de A. triphylla na agua de transporte de peixes
apresenta agao sedativa, além de retardar o rigor mortis e as alteragdes quimicas
(degradacgao de nucleotideos) e sensoriais do pescado refrigerado (DANIEL et al.,
2014). Além disso, o dleo essencial da Lippia alba na agua de transporte de
peixes, além da acdo sedativa in vivo, também retardou a oxidagao lipidica dos
files durante o posterior congelamento (VEECK et al. 2013b). Estudos in vitro e
em sistemas biologicos tém indicado o potencial antioxidante de infusdes e
extratos de A. triphylla (VALENTAO et al., 2002; ZAMARANO-PONCE et al.,
2006; PEREIRA & MEIRELES, 2007; FUNES et al., 2009). Além disso, o extrato
alcodlico da A. triphylla com 10% de oligossacarideos foi patenteado na sua forma
liofilizada para aplicagdo em alimentos, com fungédo nutracéutica, com destaque
na elaboragao de produtos lacteos como iogurte, bebidas lacteas e queijo frescal
(BALAN & PAPER, 2006). Este efeito nutracéutico proposto foi atribuido a sua
acao antioxidante, que seria benéfica nos casos de doencgas inflamatdrias.
Entretanto, ainda ndo foi avaliado o potencial de infusbes/extratos de A. triphylla
para prevenir reagdes de oxidacdo em alimentos.

Devido ao grande conteudo de acidos graxos poli-insaturados, os pescados
sdo sensiveis a reagdes de hidrélise e especialmente de oxidagao lipidica durante
0 armazenamento congelado, que resultam em alteragdes indesejaveis na cor,
sabor, odor e textura (SAMPELS, 2013). O curso e a velocidade destas altera¢des
€ critico para determinar a qualidade e a vida util dos pescados e seus derivados,
que assim, constituem-se em excelentes modelos para avaliar o potencial de
aditivos antioxidantes em alimentos.

O jundia foi escolhido, pois € uma espécie endémica do sul do México ao
centro da Argentina, que apresenta boa adaptagdo ao clima da regidao Sul do
Brasil, onde sua importancia econdbmica na aquicultura vem crescendo
alavancada também pela boa aceitagdo no mercado consumidor (BARCELOS et
al., 2006; CARNEIRO et al., 2002). Desta forma, o objetivo deste estudo foi
avaliar o efeito da infusdo de A. triphylla (IAT) sobre a estabilidade de filés de
jundia (Rhamdia quelen), avaliando a oxidacéo lipidica e a cor instrumental dos
filés durante o armazenamento congelado.

MATERIAL E METODOS

Infusao de A. triphylla (IAT)
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Espécimes de plantas nativas foram coletadas na cidade de lIrai, Rio
Grande do Sul, Brasil (27°11'19"S, 53°15'6"0O), no més de outubro de 2010 e
identificadas como A. triphylla (L'Her.) Britton pelo Dr. Solon Jonas Longhi (Dept.
de Ciéncias Florestais, UFSM). Para a obtenc&o das infusbes foram utilizados
folnas e galhos in natura, que apds armazenagem a 25°C por 24 h foram
quebrados e utilizados para preparo da infusdo de acordo com Zamorano-Ponce
et al.,(2006). O material vegetal (5 g) foi macerado durante 15 min em agua
destilada fervente (100 mL), em recipiente tampado e em seguida foi filtrado. A
partir desta infusdo a 5% realizaram-se as diluigbes para obter infusdes nas
concentracdes de 2,5% e 1%.

O conteudo de fendlicos totais foi determinado em 725 nm apds reagao
com Folin-Ciocalteu, utilizando acido clorogénico para construgdo da curva
padrdao (SWAIN & HILLIS, 1959). A atividade antioxidante das infusdes foi
determinada em 515 nm através da capacidade de remogé&o do radical 1,1-difenil-
2-picrilhidrazila (DPPH) (BRAND-WILLIAMS et al., 1995) e também através do
potencial antioxidante de redugdo do ferro (FRAP) em meio acido, onde o
antioxidante reduz o Fe®*" a Fe?* e este Ultimo é quantificado pela formac&do de um
complexo com 2,4,6-tri(2-piridil)-s-triazina (TPTZ), que € medido em 593 nm
(BENZIE & STRAIN, 1996). O trolox, um analogo hidrossoluvel da vitamina E, foi
utilizado como referéncia para constru¢éo da curva padrdo e os resultados dos
ensaios de DPPH e FRAP foram expressos em equivalentes de trolox.

A identificagdo e quantificagdo dos compostos fendlicos da IAT foi realizada
através de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) utilizando um
cromatégrafo Agilent (série 1200) acoplado a um espectrobmetro de massas triplo
quadruplo (EM/EM) (Applied Biosystems APl 5000). As amostras foram diluidas
(1:100) e injetadas (20 pyL) em uma coluna Cig (4.6 mm x 150 mm, diametro de
particulas 5 ym) com um fluxo de 0,5 mL/min a 45°C. As fases modveis utilizadas
foram solugéo de acido acético a 1% (A) e metanol (B), conforme o gradiente:
100% (A) por 1 min, alterando para 50% de (B) em 3 mim e 80% de (B) até 7 min;
condicao mantida constante por 2 min, seguido de 100% (B) até 12 min, condigdo
mantido constante por 2 min. O sistema retornou as condi¢des iniciais apos 6 min
de reequilibrio. Os padrdes (listados na Tabela 1) foram obtidos da Sigma-Aldrich
(St. Louis, EUA) e as solugbes estoque foram diluidas em solugé&o preparada a
partir das fases méveis A e B na proporgéo de 1:1 (v/v). As solugdes de trabalho
dos padrbes variaram de 10-250 upg/mL. Os parametros do sistema (EM/EM)
dependentes da fonte, foram otimizados em modo negativo (ESI-) por meio de
analise de injecdo em fluxo sendo presséo de cortina10 psi, pressdo do gas de
nebulizagdo 60 psi, pressé&o do gas secante 30 psi, voltagem do eletrospray -3700
V, pressao do gas de colisdo 8 psi. A temperatura da fonte foi otimizada em
650°C. A partir dos espectros de fragmentagdo obtidos no MS/MS, foram
selecionados os dois fragmentos que apresentaram maiores intensidade e
estabilidade, para quantificacdo e identificacdo dos compostos, através do modo
de monitoramento de reagbes multiplas (MRM). Os parametros composto-
dependente s&o mostrados na Tabela 1, sendo 0,125 pg/mL o limite de
quantificacédo para todos os compostos.
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Tabela 1: Parametros de monitoramento da varredura de reagao multipla para os
compostos fendlicos

Composto Precursor  Fragmentos PD EC PCX
(M-H)

Acido Clorogénico 353,0 191/ 85 65 -24/-58 -17/-15
Acido Caféico 179,0 89/107 -70  -44/-32 -11/-10
Acido Rosmarinico 609,0 300/ 271 -175 -48/-80 -23/-27
Luteolina-5-glicosideo 447.,0 285/133 -130 -40/-82 -19/-11
Merecitina 317,0 151 /109 -100 -30/-52 -19/-47
Apigenina 269,0 117 / 151 -80 -48/-34 -9/-15
Luteolina 2851 151 /107 -120 -36/-44 -15/-13
Quercetina 301,0 151/179 95 -30/-28 -9/-11
Rutina 609,0 300/ 271 -175 -48/-80 -23/-27
Isoquercitrina 463,0 300/ 271 -135 -38/-56 -21/-19
Taxifolina 303,0 285/125 -85 -20/-26 -17/-7
Canferol 285,0 151 /107 -120 -36/-44 -15/-13
Verbascosideo 623,0 161 /133 -170 -52/-96 -15/-23
Acido Cumarico 163,0 93/117 -30 -46/-44 -10/-15
Acido Ferrulico 193,0 133/178 -60 -22/-20 -13/-15

PD = Potencial de desagregagao idnica, aplicada na entrada do EM.; EC =
energia de colisdo; PCX = Potencial aplicado a cela de colis&o.

Obtencao e tratamento dos filés

Os peixes (R. quelen) foram adquiridos ja abatidos, no comércio local
(peixaria) com peso médio de 130,71+41,5g. Apos a filetagem e limpeza utilizando-
se técnicas domesticas, os filés (peso meédio 39,2 g) foram imersos na IAT (1; 2,5
ou 5%) ou em agua destilada (controle) por 10 min, sendo posteriormente
drenados por 1 min. Foram tratados 3 lotes independentes (3 repetigdes) de filés
para cada um dos 4 tratamentos. Um filé de cada lote e de cada tratamento foi
utilizado imediatamente para as avaliagbes do tempo zero e o restante das
amostras foi embalada em bandejas de poliestireno cobertas com filme plastico e
armazenadas a -18+2°C para avaliar a sua estabilidade ao longo de 21 meses.
Apods 4, 7, 10, 18 e 21 meses de congelamento foram retiradas amostras de filés
das 3 repeti¢cdes de todos os tratamentos para avaliacdo do pH, oxidacéao lipidica
e cor instrumental.

Analises dos filés

Em todos os tempos de armazenagem foram determinados o pH,
indicadores de oxidagéao lipidica e as coordenadas de cor dos filés (colorimetro
Minolta CR-300, Osaka, Japao).

A determinacao de pH foi realizada com eletrodo combinado de pH, apods
homogeneizagdo do filé com agua destilada (1g/10 mL) (PASTORIZA &
SAMPEDRO,1994). Para avaliar a estabilidade lipidica foram quantificados dienos
conjugados (DC), que sao compostos primarios da oxidagdo lipidica, e
substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS), que representam
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compostos secundarios da oxidagao lipidica, especialmente o malondialdeido. Os
DC foram determinados na gordura extraida pelo método de Bligh & Dyer (1959),
sendo os lipidios extraidos dissolvidos em 3 mL de ciclohexano, seguido de leitura
em 233 nm (RECKNAGEL & GLENDE, 1984). Para determinagc&o do valor de
TBARS, 1 g de tecido muscular previamente triturado no processador de
alimentos, foi homogeneizado em Ultra Turrax (IKA T18 Basico) com KCI 1,15% e
centrifugado. O sobrenadante foi incubado a 100°C durante 15 min em presenca
de TCA 30% e TBA 0,67%. Por fim utilizou-se alcool n-butilico para extrair o
produto de reacédo, que foi determinado em 535 nm (BUEGE & AUST, 1978).

Para analise da cor (sistema CIELab, 1976) foi utilizado um colorimetro
CR-300 (Minolta Ltd., Osaka, Japéo). Os filés de jundias foram colocados em uma
superficie lisa e de fundo branco e trés medi¢des foram registradas diretamente
sobre as amostras, girando o canh&o de leitura em 90° entre as medigdes, sendo
o iluminante D65 e angulo de observagdo de 2°. Os valores de L* indicam a
luminosidade das amostras, e os valores de a* e b* correspondem as
coordenadas de cromaticidade, onde +a* representa a direcdo para o vermelho, -
a* para o verde, +b* para o amarelo e -b* para o azul. Os valores de croma
expressam a saturagéo da cor e o angulo de cor (H) € a cor observada, expresso
em graus: 0° (vermelho), 90° (amarelo), 180° (verde) e 270° (azul). O diferenca
total de cor entre o tempo final e o tempo inicial de armazenamento (AE*ab) foi
calculado pela formula 1, e representa o grau de diferenga entre a cor de cada
amostra nestes dois tempos de armazenagem. Este método calcula a distancia
entre os valores das coordenadas de medic¢ao (L* a* b*) dentro do espago de cor
tridimensional.

Férmula 1: AE* ab = \I‘-"‘IAL #2 +Aa %2 +Ab k2

Analise estatistica

Os dados foram analisados utilizando o programa Statistica® 9.1 e os
resultados foram expressos como meédia = erro padrdo. Os resultados foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA) em arranjo fatorial (4 tratamentos x 6
tempos de armazenamento) com 3 repeticdes por grupo. As diferengas entre as
médias foram verificadas pelo teste de Tukey (p<0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A IAT utilizada no tratamento dos filés de jundia apresentou um aumento
no conteudo de fendlicos totais com o aumento da concentragcéo, sendo 0 mesmo
observado para a capacidade de remocido do radical DPPH e para o poder de
reducdo do Fe* no ensaio FRAP (Tabela 2). Os valores de DPPH e FRAP
apresentaram relacdo direta com o teor de compostos fendlicos totais das
infusées (r=0,85 para ambos, p<0,05), indicando que estes compostos sao
responsaveis pela atividade antioxidante in vitro. Estes resultados, juntamente
com estudos anteriores que revelaram maior atividade antioxidante do extrato de
A. triphylla em um ensaio in vitro de remogéo do radical acido 2,2’-azino-bis (3-
etilbenzotiazolina-6 sulfénico (ABTS) em meio lipofilico comparado a um meio
aquoso (FUNES et al., 2009), sugerem que a IAT poderia reduzir a oxidagao
lipidica de filés de jundia.
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Tabela 2: Conteudo de fendlicos totais e atividade antioxidante das infusdes de A.
triphylla (1AT).

Infusdo Fendlicos totais DPPH FRAP

(mg ac. clorogénico/100mL)  (mmol trolox/L)  (mmol trolox/L)
IAT 1% 238,7 +9,8° 1,31+ 0,1° 0,88 + 0,0°
IAT 2,5% 650,5 + 6,0° 1,76 + 0,0° 1,50 +0,1°
IAT 5% 831,9 +0,9° 3,54 +0,12 4,04+ 0,12

Os resultados sdo média * erro padrao (n=3). Letras diferentes na mesma coluna indicam médias
significativamente diferentes (p<0,05). DPPH: 1,1 difenil-2-picril-hidrazila.

O composto majoritario encontrado na IAT5% foi o acido cumarico (1416,0
Mg/mL), seguido pelo verbascosideo (42,8 ug/mL), a isoquercitrina (23,4 yg/mL), o
acido rosmarinico (15,70 pg/mL) e a luteolina (6,49 pg/mL). Outros autores
encontraram o verbascosideo como principal composto da IAT, seguido de
derivados da luteolina, como a luteolina7-diglicuronideo (CARNAT et al., 1999,
VALENTAO et al., 2002). A IAT liofilizada apresentou potente atividade
antioxidante na remoc¢ao de radicais superdxido, hidroxil e de acido hipocloroso,
sendo este efeito atribuido ao verbascosideo e aos derivados da luteolina
(VALENTAO et al., 2002).

Para acompanhar a vida util dos filés de jundias tratados com IAT foram
determinados os valores de pH, indicadores de oxidagao lipidica e a cor
instrumental durante o armazenamento congelado. Os valores de pH mantiveram-
se abaixo de 6,8, limite maximo para aceitabilidade segundo a legislagcéo
brasileira (BRASIL, 1974) e a ANOVA revelou interagao significativa entre o
tempo de armazenamento x tratamento. Os valores de pH para os filés tratados
com IAT 2,5% foram superiores ao controle no més zero (p<0,05; Figura 1). Em
10 meses de armazenamento todos os filés tratados com IAT apresentaram
valores de pH inferiores ao controle (p<0,05; Figura 1).
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Figura 1: Efeito do tratamento com infusdo de A. triphylla sobre o valor de pH de
filés de jundia durante armazenamento congelado. Os valores sdo média * erro
padrdao (n=3). A ANOVA revelou uma interagao significativa tempo x tratamento
no valor de pH. *Significativamente diferente do controle no mesmo tempo de
armazenamento congelado (p<0,05).
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A estabilidade lipidica de filés de jundias tratados com IAT foi verificada
através dos valores de DC (produtos primarios da oxidacgéao lipidica) e de TBARS
(produtos secundarios da oxidagao lipidica), para os quais a ANOVA revelou
efeito da interagdo tempo x tratamento (p<0,05; Figura 2). Os valores de DC dos
filés de jundia tratados com IAT apresentaram comportamento semelhante ao
controle até o 4° més de armazenamento (Figura 2A). Entretanto, em 7 meses de
congelamento todos os tratamentos com IAT encontraram-se significativamente
inferiores ao controle (Figura 2A; p<0,05), indicando que os filés de jundia
tratados com IAT ainda nao iniciaram o processo de oxidagao, enquanto que o
controle ja apresentou aumento nos teores de produtos primarios da oxidagéao
lipidica. Estes resultados, provavelmente estdo relacionados a capacidade
antioxidante demonstrada in vitro pela IAT nos ensaios de DPPH e FRAP, bem
como aos efeitos relatados por Valentdo et al.(2002) para IAT liofilizada na
remocgao de acido hipocloroso, radical superoxido e especialmente do hidroxila,
que é considerado um iniciador da oxidagéo lipidica.

O potencial antioxidante da IAT foi confirmado, através dos menores
valores de TBARS durante o armazenamento de filés de jundia congelados
tratados com IAT (1%, 2,5% ou 5%) em comparacao ao controle, em 4, 7 e 10
meses de congelamento (p<0,05; Figura 2B). A transformacdo de compostos
primarios de oxidagao (DC) em produtos secundarios caracteriza a evolugdo do
processo de peroxidagao lipidica que ocorre em trés estagios principais: iniciagao,
propagacao e terminacdo (LOPEZ-DE-DICASTILLO et al., 2012). Neste contexto,
pode-se verificar que a IAT retardou a iniciagdo e a propagacéo da reacdo. Além
disso, o retardo no aumento do valor de TBARS indica que a IAT pode extender a
vida util dos filés, pois o malondialdeido (MDA), principal composto quantificado
neste ensaio, € um dos responsaveis pelo odor caracteristico da oxidacdo de
lipidios e rejeicdo dos produtos (DAMODARAN et al., 2008). O limite de
aceitabilidade para os valores de TBARS encontra-se entre 1-2 mg de MDA.kg'1
(GILL, 1990), sendo que os filés de jundia tratados com IAT 5% n&o atingiram
este limite até o 21° més de armazenamento, enquanto o controle atingiu este
limite a partir do 10° més de congelamento.
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Figura 2: Efeito do tratamento com infusdo de A. triphylla (IAT) sobre os valores
de dienos conjugados (DC) (A) e substancias reativas ao acido tiobarbiturico
(TBARS) (B) de filés de jundia durante armazenamento congelado. Os valores
sdo meédia = erro padrdo (n=3). A ANOVA revelou uma interagédo significativa
tempo x tratamento no valor de DC e TBARS. *Significativamente diferente do
controle no mesmo tempo de armazenamento congelado (p<0,05). DO: densidade
otica; MDA: malondialdeido.

Em relagdo as coordenadas de cor, a ANOVA revelou que o tempo de
armazenamento teve efeito sobre a tendéncia ao vermelho (valores de a*), angulo
de cor (H) e a saturagao da cor (croma) (p<0,05), enquanto que o tratamento com
IAT teve efeito sobre a luminosidade (valores L*), tendéncia ao amarelo (valores
de b*) e saturagéo da cor (croma) (p<0,05).

O tempo de armazenamento néo influenciou a luminosidade (valores L*),
enquanto que os filés de jundia tratados com IAT 5% apresentaram menor
luminosidade que o controle (valores de L; p<0,05; Tabela 3). As demais
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concentragdes de IAT testadas nao afetaram os valores de L* (Tabela 3). A
tendéncia ao amarelo (valor de b*) foi semelhante ao longo do armazenamento
(12,0+0,5 no tempo zero vs 11,0 £ 0,3 no més 21). O tratamento dos filés com IAT
(2,5% e 5%) aumentou a tendéncia ao amarelo (valor de b*) em comparacgéo ao
controle (p<0,05; Tabela 3), fato que pode estar relacionado a presenga de
pigmentos carotendides extraidos da planta. Ja os valores de croma, que
expressam a saturacao da cor foram influenciados pelo tempo de armazenamento
e tratamento (p<0,05), sendo que os valores de croma apdés 21 meses de
armazenagem foram inferiores ao tempo zero e 7° més (11,3+0,5 vs.13,81£0,5 e
14,5+0,5 respectivamente; p<0,05), enquanto que em relagdo ao efeito do
tratamento, os filés tratados com IAT 5% apresentaram valores superiores de
croma com relagdo ao controle (p<0,05; Tabela 3). A tendéncia ao vermelho
(valor de a*) e o angulo de cor (H*) foram influenciados apenas pelo tempo de
armazenamento, sendo que os valores de a* reduziram ao longo do tempo
(7,3+0,6 no tempo zero vs. 2,5+0,3 no més 21, p<0,05), enquanto que o angulo de
cor aumentou ao longo do tempo (57,0+2,3 no tempo zero vs. 77,2+1,8 no més
21, p<0,05). Esta mudanga ao longo do tempo pode estar relacionada a oxidagao
de pigmentos (hemoglobina e/ou mioglobina) presentes no tecido muscular dos
pescados, a qual pode atenuar a intensidade da coloracdo vermelha dos filés
(HAMRE et al., 2003). O valor de AE*ab, que avalia a diferenca total de cor entre
dois pontos (tempo inicial e final de armazenamento) foi menor para os filés
tratados com IAT 2,5% e 5% (Tabela 3; p<0,05) em comparagdo ao controle, o
que reflete a protecdo do IAT contra as modificagdes oxidativas da cor ao longo
do armazenamento.

Tabela 3: Efeito do tratamento com infusdo de A. friphylla (IAT) sobre as
coordenadas de cor de filés de jundia durante o armazenamento congelado

Tratamentos L* a* b* Croma Angulode  AE*ab

cor (H*)

Controle  546+0,7 482%0,7 107203 121+04 656+28 10103
1% IAT  541+06 51+03 113+03 124+03 649+15 61+13
25%IAT  524+07 52+05 12,2+04* 131+04 668+20 3,1%09"
5% IAT  51,9+0,6* 4,7+04 129+03* 13,9+04* 698+16 4,6+14*

Os valores sao média + erro padrao de todos os tempos de armazenagem (n=18),
exceto para o AE*ab cujos valores sdo média * erro padrao (n=3) para a diferenca
de cor entre o tempo final e o tempo inicial. *Diferente do controle da mesma
coluna (p <0,05).

Estudos relatam que a oxidagdo protéica muitas vezes pode estar
associada a oxidagao lipidica (VILJANEN et al. 2004), sendo que a oxidagao
lipidica provoca a descoloracdo de filées de pescado (RUFF et al., 2003). As
alteracbes conformacionais na proteina podem modificar a incidéncia da luz
refletida, e com isso aumentar os valores de L* (MORKORE, 2006). Assim, o
menor valor L* dos filés tratados com IAT 5% e menores valores de AE*ab
sugerem que, além de retardar a oxidacdo lipidica dos filés (Figura 2), a IAT
possivelmente protegeu os filés de jundias da oxidacdo de proteinas durante o
armazenamento congelado.
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O aumento da intensidade da cor amarela é muitas vezes associada a
oxidagao lipidica, porém este comportamento difere muito entre as espécies de
pescado (HAMRE et al., 2003). No entanto, no presente estudo, nao foi
observado aumento da tendéncia ao amarelo (valor de b*) dos filés ao longo
tempo, associado ao aumento de oxidagao lipidica. A maior intensidade de
amarelo dos filés tratados com IAT esta relacionada provavelmente a presenca de
pigmentos carotendides extraidos das folhas, pois ja foi observada no més zero
(13,5+0,9 no IAT 5% vs. 10,6£0,7 no controle, p<0,05).

Existem diversas formas para prevenir ou retardar as reacdes de oxidagao
lipidica e alteragbes de coloragdo, sendo uma das alternativas a utilizagdo de
aditivos alimentares, como os antioxidantes naturais. O uso de infusbes de
plantas para estender a vida util de filés de pescado congelados pode ser
considerado como condimento e, portanto, ser adicionado na solugao de
glaceamento utilizada como barreira protetora dos filés de pescado durante o
processo de congelamento. Neste sentido, os resultados obtidos no presente
estudo demonstraram que a IAT retardou a oxidagao lipidica dos filés durante o
congelamento. Além disso, a IAT é amplamente usada como cha na medicina
popular, e nenhum efeito de toxicidade oral ou efeito adverso foi observado em
humanos ou em ensaio em ratos quando foram tratados com extrato de A.
triphylla contendo 25% de verbascosideo na dose de 2000 mg/kg (FUNES et al.,
2009), indicando sua seguranga para consumo humano.

CONCLUSAO

A infus&o de A. triphylla utilizada na imerséo de filés de jundias retardou a
oxidacao lipidica, além de reduzir as mudancas na coloracao dos filés de pescado
congelados, indicando que ela aumenta a vida util dos filés. Assim, a IAT (2,5 e
5%) apresenta-se como alternativa de antioxidante natural que poderia ser
empregada no processo de glaceamento de pescados.
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DISCUSSAO

A A. triphylla é uma planta medicinal que apresenta caracteristicas aromaticas,
sedativas e calmates ja consolidadas (PASCUAL, 2001). A sua utilizacdo na forma de
infusdes, extratos e/ou Oleos essenciais ressalta as suas propriedades antimicrobianas e
antioxidantes sugeridas para humanos e animais (BURT, 2004; ZAMARANO-PONCE
et.al., 2006), bem como o seu potencial de aplicagdo na industria de alimentos.
Atualmente, existem duas patentes (aplicagdo e inovagao) relacionadas a A. triphylla, a
primeira de aplicacdo tecnologica de um extrato alcoolico (10% de oligossacarideos)
liofilizado com foco nas propriedades nutracéuticas devido a acdo antioxidante em
sistemas biologicos afetados por doencas inflamatdrias, com destaque na elaboragdo de
produtos lacteos como iogurte, bebidas lacteas e queijo frescal (PA20060280820, BALAN
& PAPER, 2006); e a segunda de inovagao tecnologica relacionada ao 6leo essencial de A.
triphylla indicado como sedativo e anestésico para animais aquaticos (P10904839-1A2).

Neste contexto, o presente estudo buscou identificar o potencial de uso da A.
triphylla na area de processamento de pescados, através da avaliagdo do efeito
antimicrobiano do 6leo essencial de A. triphylla (OAT) (Artigo 1), e se usado como
anestésico in vivo em jundia influencia nas caracteristicas sensoriais, na qualidade e
estabilidade do pescado inteiro refrigerado (Artigo 2) ou dos filés congelados (Artigo 3).
Também foi estudado o potencial de uso e efeito antioxidante da infusdo de A. triphylla
(IAT) na estabilidade de filés de jundids congelados (Artigo 4). Além disso, o peixe em
estudo, o jundid, apresenta-se como uma espécie promissora para a cadeia produtiva da
piscicultura na regido sul do Brasil (AMARAL JUNIOR et al., 2011, BARCELLOS et al.,
2013).

O Artigo 1 avaliou a atividade antimicrobiana do OAT e o seu efeito na
estabilidade microbiologica durante a armazenagem refrigerada de filés imersos em
solugdo de OAT e de jundids inteiros previamente tratados com o OAT durante o
transporte in vivo. A atividade antimicrobiana do OAT revelou forte acdo inibidora para
Staphylococcus aureus, e Enterococcus faecalis, moderada inibi¢do para Escherichia coli,
Enterobacter aerogenes, Salmonella Typhimurium, Salmonella Choleraesuis e Salmonella
Enteritidis, sem inibicdo de Pseudomonas aeruginosa. Outros autores também
demonstraram que o S. aureus ¢ o micro-organismo mais sensivel ao 6leo essencial de A.

triphylla, enquanto P. aeruginosa ¢ a mais resistente (ROJAS et al., 2010; SARTORATTO
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et al., 2004; DEMO et al., 2005). A avalia¢ao da atividade antimicrobiana no alimento
reveleou que os filés de pescado mergulhados no 6leo essencial de A4. triphylla 30 ou 40
uL/L apresentaram contagens médias de mesofilos e psicrotroficos mais baixos que o
controle (p<0,05) ao longo do armazenamento. Os peixes sedados com 40 uL/L de OAT
durante o transporte tiveram contagens de micro-organismos psicrotréficos menores (aos 7
e 28 dias) em relacdio ao controle (p<0,05), enquanto que as contagens de micro-
organismos mesoOfilos foram semelhantes ao controle durante o armazenamento
refrigerado.

O oleo essencial de A. triphylla (OAT) apresenta como compostos majoritarios
monoterpenos e sesquiterpenos. No OAT utilizado no Artigo 1 foram identificados 13
compostos, enquanto no OAT utilizado nos Artigos 2 ¢ 3 foram identificados 41
compostos. Os compostos em destaque foram a-citral (32,1), B-citral (24,4), limoneno
(13,4), cariofileno (4,9), acetato de geranilo (3,1), e e-geraniol (2,7), para o OAT utilizado
no Artigo 1; e a-citral (29,4), B-citral (20,8), limoneno (11,9), cariofileno (5,6), cubenol
(3,3), acetato de geranilo (3,0) e 6xido de cariofileno (2,3) para o OAT utilizado nos
Artigos 2 e 3 em 100 g/g de oleo. Esta diferenga na composi¢ao quimica do OAT (Artigos,
1 vs 2 e 3) provavelmente esta relacionada com as variagdes na composi¢cdo que ocorrem
entre plantas da mesma espécie, pela época de colheita, pela parte da planta utilizada e
também pela metodologia de extragdo (STASHENKO et al., 2004, CASTRO et al., 2002).
Neste contexto, destaca-se também que os 6leos essenciais sao produtos naturais derivados
do metabolismo secundario das plantas, sendo constituidos por uma mistura complexa de
compostos volateis como mono e sesquiterpenos, compostos benzénicos, fenilpropandides,
etc, apresentando assim, uma enorme variacdo em sua composicdo entre as plantas
(BASER; BUCHBAUER, 2009). Assim como no presente estudo, outros trabalhos
também encontratam como principais componentes do OAT a-citral, B-citral e limoneno
(CARNAT et al., 1999; HOSSAM et al., 2011; PARODI et al., 2012).

Desta forma, os efeitos antimicrobianos revelados pelo OAT no Artigo 1 podem ser
relacionados aos seus principais constituintes (citral e limoneno), corraborando com outros
estudos no qual o citral apresentou atividade antibacteriana contra patdgenos de origem
alimentar, como E. coli, E. coli 0157:H7 e Salmonella Typhimurium (KIM et al., 1995),
enquanto que o limoneno apresenta atividade antibacteriana contra bactérias gram-
positivas e gram-negativas de origem alimentar (SINGH et al., 2010;. TAJKARIMI et al.,

2010). Além, disso o citral e o limoneno foram reconhecidos como seguros para o uso
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como aditivos alimentares por parte dos Orgdos reguladores nos Estrados Unidos da
América e na Unido Européia (TAJKARIMI et al., 2010), o que justifica a sua utilizacao
em alimentos (Artigos 1, 2 e 3).

O Artigo 2 avaliou a qualidade fisico-quimica e sensorial de jundias expostos in vivo
ao OAT durante o transporte, e revelou que a exposicao a 40 uL/L OAT retardou o inicio
do rigor mortis, bem como a degradacdo de IMP em HXR em comparacdo com o controle
(p<0,05), estendendo as caracteristicas de pescado fresco. Os peixes, que foram tratadas
com 30 ou 40 pL/L de OAT receberam menores escores de demérito sensorial, apos 10
dias de armazenamento em gelo em relacdo ao controle (p<0,05), sendo que a maior vida
util (35 dias) foi observada para os peixes tratados com 40 uL/L de AT. A deterioragdo dos
pescados inicia apenas apos a resolucao do rigor mortis (POLI et al., 2005), assim quanto
mais tarde ocorrer a instalagdo e resolucao do rigor mortis, mais tempo serdo mantidas as
caracteristicas de frescor do pescado (SCHERER et al., 2004). Neste caso, o efeito
benéfico do OAT quanto o frescor revela o seu potencial de aplicacdo na cadeia produtiva
de pescados, pois poderia aumentar o tempo de oferta do pescado durante a
comercializacdo, além de promover o bem estar dos peixes durante o transporte que ¢
atualmente, um dos grandes desafios da aqiiicultura. Neste contexto, o estudo desenvolvido
por Ribas et al. (2007) comparando diferentes métodos de abate de linguado do Senegal
(Solea senegalensis) revela que a utilizagdo de 6leo de cravo (1 mL/L) como anestésico
teve efeito benéfico reduzindo o estresse ante mortem e resultando em condigdes de frescor
superiores para a qualidade da carne em comparagao aos métodos tradicionais de abate por
asfixia e hipotermia. Assim como observado para o 6leo de cravo, os resultados do
presente estudo revelam que o OAT também apresenta resultados promissores quando
utilizado como sedativo de peixes, melhorando a qualidade pos-abate dos pescados
refrigerados (Artigo 1 e 2), bem como a qualidade dos filés congelados (Artigo 3).

Os filés de jundids expostos ao OAT (Artigo 3) mantiveram sua qualidade
nutricional (composi¢do centesimal) e durante o armazenamento congelado os filés dos
peixes que haviam sido tratados com OAT apresentaram menor pH que o controle
(p<0,05), o que pode ser resultante da redugdo do estresse do peixe durante o transporte.
Os valores de pH dos filés congelados de jundids expostos ao OAT durante o transporte
(Artigo 3), bem como os filés de jundids imersos na IAT (Artigo 4) mantiveram-se abaixo

de 6,8, limite maximo para aceitabilidade segundo a legislagao brasileira (BRASIL, 1974).
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A vida 1til dos pescados congelados ¢ limitada por reagdes de hidrolise e
especialmente de oxidacdo lipidica, que resultam em alteragdes indesejaveis na cor, sabor,
odor e valor nutritivo (SAMPELS, 2013). A estabilidade lipidica dos filés congelados de
jundias expostos a0 OAT durante o transporte (Artigo 3), bem dos filés imersos na IAT
(Artigo 4) foram avaliados através dos indicadores de oxidacdao lipidica como os
compostos primadrios, dienos conjugados (DC), e os compostos secundarios, substancias
reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS). A transformacdo de compostos primarios de
oxidagdo (DC) em produtos secundarios caracteriza a evolugao do processo de peroxidacao
lipidica que ocorre em trés estdgios principais: iniciagdo, propagacdo e terminagdo
(LOPEZ-DE-DICASTILLO et al., 2012).

Para os indicadores de oxidagdo lipidica (Artigo 3) foram observados maiores
teores iniciais de DC nos filés dos peixes expostos a 30 e 40 uL/L de OAT e menor valor
de TBARS nos filés dos peixes expostos a 40 pL/L de OAT apos 6, 9 e 17 meses de
congelamento, em comparagdo com os filés controle (p<0,05). Em conjunto, os resultados
de DC e TBARS indicam que a exposi¢dao a 40 pL/L de OAT durante o transporte
apresentou um efeito antioxidante nos filés de jundids congelados, pois retardou a
degradacdo dos produtos primdrios da oxidagdo lipidica (DC) em produtos secundarios
(TBARS). Este retardo na velocidade da oxidacdo lipidica, e em especial os menores
valores de TBARS podem ser importantes para estender a vida util dos filés de jundias
congelados, pois os aldeidos resultantes da oxidagao lipidica (avaliados pelo valor de
TBARS) sdo responsaveis pelo odor de rango caracteristico e consequente rejeicdo dos
alimentos oxidados (DAMODARAN et al., 2008). O OAT teve seu efeito antioxidante
demonstrado em sistema bioldgico in vivo pela ativagdo das enzimas antioxidantes catalase
e glutationa S-transferase (GRESSLER et al., 2012), assim como em ensaios in vitro, nos
quais o OAT apresentou atividade antioxidante moderada para a remog¢ao do radical de
DPPH em comparagdo a atuagdo do BHA, um antioxidante sintético (HOSSAM, et al.,
2011).

J& para os filés imersos na IAT (Artigo 4) o efeito antioxidante (IAT 1-5%) foi
constatado pelos menores teores de DC apos 7 meses de congelamento, bem como valor de
TBARS inferior ao controle nos tempos 4, 7 ¢ 10 meses de congelamento. Neste caso,
provavelmente o efeito antioxidante apresentado estd relacionado com os teores de
fenolicos totais das solu¢des de IAT, que variaram entre 238,7 e 832,3 mg equivalentes de

acido clorogénico/100 mL, tendo sido identificados como compostos majoritarios a
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isoquercetrina > acido rosmarinico > luteolina. Os valores de DPPH e FRAP apresentaram
correlacdo direta com o teor de compostos fenolicos totais das infusdes de IAT (r=0,85
para ambos, p<0,05), indicando que estes compostos sdo responsaveis pela atividade
antioxidante in vitro. Outros estudos in vitro e em sistemas bioldgicos tém indicado o
potencial antioxidante de infusdes e extratos de A. triphylla (VALENTAO et al., 2002;
ZAMARANO-PONCE et al., 2006; PEREIRA & MEIRELES, 2007; FUNES et al., 2009).

Estudos relatam que a oxidag¢do protéica muitas vezes pode estar associada a
oxidagao lipidica (VILJANEN et al., 2004). Os produtos resultantes da reagao entre lipidos
oxidados e proteinas podem ser de cor amarela, e a intensidade da cor estd correlacionada
com o aumento da producdo de TBARS (THANONKAEW et al., 2006). Neste caso, os
fosfolipidios presentes em estruturas celulares sdo suscetiveis a oxidagdo e como contém
grupos amina, a oxidacdo pode levar a interagcdes de aldeido-amina, que produzem cor
(THANONKAEW et al.,, 2006). A oxidagdo das proteinas resulta em alteracdes
conformacionais que podem modificar a incidéncia da luz refletida, e com isso aumentar os
valores de L* (MORKORE, 2006).

No Artigo 4, independente do tempo de armazenagem, o tratamento com IAT 5%
reduziu a luminosidade, aumentou a tendéncia ao amarelo e o croma comparado aos filés
controle, enquanto o tratamento com IAT 2,5% aumentou apenas a tendéncia ao amarelo.
No entanto, a variagdo total de cor dos filés tratados com IAT 2,5 e 5% ao longo do
congelamento (AE*ab) foi menor que nos filés controle (p<0,05). O menor valor L* dos
filés tratados com IAT 5% e menores valores de AE*ab sugerem que, a IAT possivelmente
protegeu os filés de jundids da oxidacdo de proteinas durante o armazenamento congelado.
O aumento da intensidade da cor amarela ¢ muitas vezes associada a oxidagdo lipidica,
porém este comportamento difere muito entre as espécies de pescado (HAMRE et al.,
2003). A maior intensidade de amarelo dos filés tratados com IAT estd relacionada
provavelmente a presenga de pigmentos carotendides extraidos das folhas, pois ja foi
observada no més zero (13,5+0,9 no IAT 5% vs. 10,6+0,7 no controle, p<0,05).

Existem diversas formas para prevenir ou retardar as reagcdes de oxidagao lipidica e
alteracdes de coloracao, sendo uma das alternativas a utilizacao de aditivos alimentares,
como os antioxidantes naturais. Embora, a legislacdo brasileira proiba o uso de
antioxidantes e conservantes em filés de pescado (BRASIL, Resolugdo CNS/MS n.° 04, de
24 de novembro de 1988), o IAT pode ser considerado como condimento, podendo,

portanto, ser adicionado a solu¢do de glaceamento utilizada como barreira protetora dos
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filés de pescado durante o processo de congelamento, e estender a vida util de filés de
pescado congelados. Além disso, a IAT ¢ amplamente usada como cha na medicina
popular, e nenhum efeito de toxicidade oral ou efeito adverso foi observado em humanos
ou em ensaio em ratos quando foram tratados com extrato de A. triphylla contendo 25% de
verbascosideo na dose de 2000 mg/kg (FUNES et al., 2009), indicando sua seguranca para

consumo humano.

CONCLUSAO

Os resultados dos experimentos indicaram que o Oleo essencial de A. triphylla
apresenta atividade antimicrobiana contra varias cepas de patogenos de origem alimentar e
micro-organismos indicadores de qualidade dos alimentos, e poderia ser explorada como
um potencial agente antimicrobiano natural na industria de alimentos, especialmente
quanto aplicado diretamente no alimento, ja que a imersao em solugdao de Oleo essencial
retardou o crescimento microbiano em filés de pescado refrigerados. No entanto, a
exposicdo ao Oleo essencial no pré-abate resultou em efeito antimicrobiano menos
evidente, limitando-se a uma pequena redugdo na contagem de micro-organismos
psicrotréficos em alguns tempos de armazenagem.

A utilizacao do oleo essencial de A. triphylla na concentracao de 30 ou 40 pL/L,
como um sedativo na agua de transporte de jundias (Rhamdia quelen) retardou a perda das
caracteristicas de pescado fresco (o inicio do rigor mortis e a degradagdo de nucleotideos)
e aumentou sua vida util durante o armazenamento refrigerado, além de ter retardado a
oxidagao lipidica dos filés durante o armazenamento congelado.

A imersdo de filés de jundids na infusdo de A. triphylla (1 a 5%) retardou a
oxidagao lipidica, sendo que as maiores concentracdes retardaram também as alteragdes de
coloracdo durante o armazenamento congelado, podendo estender a vida util dos filés.

Os resultados revelam o grande potencial de uso da A. triphylla na area de
processamento pescados, onde o uso do seu 6leo essencial (40 puL/L), na etapa pré-abate
(sedativo) pode contribuir para prolongar a vida util do pescado refrigerado e de filés
congelados, enquanto a sua infusdo (2,5 e 5%) pode ser usada como tratamento pos-abate

para prolongar a vida util de filés congelados.
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