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Resumo Geral

A aquicultura desempenha papel essencial na seguranca alimentar global, fornecendo proteina
de alta qualidade, com producdo que supera métodos tradicionais de pesca. Contudo, desafios
como surtos de doencas e a oxidagao lipidica em ragdes comprometem a qualidade nutricional
e a saude dos peixes. O uso de antioxidantes naturais, como compostos bioativos extraidos das
folhas de Coronopus didymus (Mestruz), surge como uma alternativa sustentavel. As folhas de
Mestruz sdo ricas em proteinas, minerais ¢ compostos antioxidantes, anti-inflamatérios e
antifungicos. Este estudo teve como objetivo otimizar a extragdo de compostos bioativos das
folhas de Mestruz e avaliar sua aplicacdo na estabilidade e qualidade das ragdes durante o
armazenamento, reduzindo a peroxidacao lipidica e melhorando o desempenho nutricional das

dietas.
Palavras chave: Aquicultura, oxidagao lipidica, ragdes
Abstract

Aquaculture plays a critical role in global food security by providing high-quality protein, with
production surpassing traditional fishing methods. However, the sector faces challenges such
as disease outbreaks and lipid oxidation in fish feed, which compromise nutritional quality and
animal health. To address these issues, the use of natural antioxidants, like bioactive compounds
extracted from Coronopus didymus (Mestruz), has emerged as a sustainable alternative.
Mestruz leaves are rich in proteins, minerals, and bioactive compounds with antioxidant, anti-
inflammatory, and antifungal properties. This study aimed to optimize the extraction process of
bioactive compounds from Mestruz leaves and evaluate their effect on feed stability and quality
during storage, mitigating lipid peroxidation and improving the nutritional performance of fish

diets.

Key words: Aquaculture, Lipid oxidation, feeds
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1. Introduc¢ao Geral

A aquicultura desempenha um papel fundamental na seguranca alimentar global,
contribuindo significativamente para o fornecimento de proteina animal de alta qualidade
(Pradeepkiran, 2019). De acordo com a Food and Agriculture Organization (FAO, 2024), a
produgdo global da aquicultura e pesca atingiu um novo recorde em 2022 com 223,2 milhdes
de toneladas produzidas/capturadas, um aumento de 4,4% em relagao a 2020. Desse total, a
aquicultura se destacou com 130,9 milhdes de toneladas, das quais 94,4 milhdes de toneladas
foram de animais aquaticos. Isso significa que, pela primeira vez, a aquicultura superou a pesca,

que capturou 92,3 milhdes de toneladas em 2022.

Com a intensificacdo da produgdo, os sistemas de cultivo tornam-se mais suscetiveis a
surtos de patdgenos, que afetam a saude e o bem-estar dos peixes e, consequentemente, a
viabilidade econdémica da aquicultura (Pereira et al., 2021). Apesar do crescimento da
aquicultura, o setor enfrenta desafios significativos, como o controle de doengas e a
implementagado de estratégias para a prevencdo e manutencdo da satde dos peixes em sistemas
de producdo (Assefa & Abunna, 2018). Tradicionalmente, antioxidantes sintéticos t€ém sido
amplamente utilizados para combater o estresse oxidativo e reduzir a incidéncia de doengas
(Ventola, 2015). No entanto, o uso continuo desses compostos traz preocupacdes quanto aos
seus potenciais efeitos adversos, e portanto, surge o interesse por alternativas naturais mais
seguras e sustentaveis, como o uso de plantas bioativas (Dawood et al., 2017). Uma dessas
plantas promissoras ¢ a Mestruz (Coronapus didymus), cujas propriedades benéficas podem

oferecer solugcdes potenciais para esses desafios.

Figura 1: Mestruz (Coronapus didymus). Fonte: Horto Didatico de plantas medicinais do

HU/CCS.
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No Brasil, a Coronopus didymus (L.) Smith (Brassicaceae), € popularmente conhecida como
“mentruz ou mastrugco” ou “mentruz-rasteiro” (Lorenzi e Matos, 2002). Esta planta cresce
espontaneamente em hortas, pastagens e em areas de cultivo, principalmente no inverno.
Considerada uma planta invasora, possui um sabor marcante semelhante ao agriao e € originaria
da América do Sul, com presenc¢a predominante nas regides Sul e Sudeste do Brasil. A planta,
quando fresca, costuma ser consumida em saladas ou amassada e misturada a cachaga, sendo
usada tanto em cataplasmas quanto ingerida como remédio (Noreen et al., 2017). Suas
aplicagcdes medicinais incluem a purificacao do sangue, alivio de catarro, tratamento de tosse,
bronquite, infec¢des virais, artrose, reumatismo, além de problemas géstricos, urindrios, dores
musculares, hematomas, traumas, feridas e lceras externas. Esta também possui propriedades

cicatrizantes, anti-inflamatdrias, anticancer e antifungico (Busnardo et al., 2010).

As folhas de Mestruz sdo consideradas uma fonte promissora de nutrientes para a
alimentacdo animal, devido a sua rica composi¢do nutricional e a presenga de compostos
bioativos estruturalmente diversos, que possuem grande potencial biomédico e farmacéutico.
Destacam-se pelo elevado teor de proteina (28,17%), potassio (4%), célcio (1,2%), enxofre
(1,2%), fosforo (0,72%), magnésio (0,41%), sodio (0,14%), ferro (0,01%), zinco (0,0061%),
manganés (0,0029%), boro (0,0018%), e cobre (0,0008%), todos em base seca (Kinupp e
Barros, 2008). Os extratos das folhas de mestruz podem possuir propriedades antifingicas,
antioxidantes, antimalaricas, antitumorais, cicatrizantes ¢ anti-inflamatorias (Muzammil et al.,

2022).

Os extratos vegetais desempenham um papel fundamental na redugao do estresse oxidativo,
uma condi¢do que ocorre quando ha um desequilibrio entre a producdo de radicais livres e a
capacidade antioxidante do organismo (Ogunkalu, 2019). Para maximizar e aproveitar
eficientemente os compostos bioativos e os beneficios dos extratos vegetais, ¢ essencial aplicar
técnicas que otimizem o processo de extracdo desses compostos. Varidveis como concentragdo
de solvente, temperatura, relacdo solvente/massa entre outros, devem ser cuidadosamente
ajustadas para garantir a eficiéncia da extragao e a qualidade dos compostos bioativos obtidos

(Giacometti et al., 2018; Jurinjak et al., 2018).

O fortalecimento da dieta dos peixes com antioxidantes naturais, como extratos vegetais,
tem se mostrado uma estratégia promissora, pois pode ndo apenas fornecer uma fonte adicional
de nutrientes, mas também potencializar a capacidade antioxidante das dietas, promovendo

satide e desempenho zootécnico dos peixes (Filipe et al., 2023). A extra¢cdo de antioxidantes
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das folhas de Mestruz apresenta-se como uma estratégia promissora para aumentar a vida 1til

das ragdes, reduzindo processos oxidativos e preservando a qualidade nutricional.

A oxidagao ¢ uma das principais causas de deterioracao dos alimentos, especialmente
de lipideos utilizados em racdes, comprometendo sua qualidade nutricional e energética. Esse
processo gera alteragcdes organolépticas, como rango e odor desagradavel, além de produzir
substancias toxicas prejudiciais a saude animal (Baron et al., 2020). A degradacao oxidativa dos
lipidios, conhecida como rancidez, ¢ um dos principais problemas que comprometem a
qualidade da farinha e 6leo do pescado durante o armazenamento. Os 4cidos graxos altamente
insaturados presentes nos lipidios dos peixes, como o eicosapentaenoico (20:5n-3) e o
docosahexaenoico (22:6n-3), sdo especialmente vulneraveis a oxidacao devido a elevada
quantidade de ligacdes duplas entre atomos de carbono em sua estrutura molecular

(Laohabanjong et al., 2009)

Este trabalho teve como objetivo otimizar a extracdo de compostos bioativos de folhas de
mestruz (Coronapus didymus) e avaliar sua aplicagdo na estabilidade durante o armazenamento

e nas propriedades de ragdes para peixes.

2. Objetivos

2.1.0bjetivo geral

» Otimizar a extragdo de compostos bioativos de folhas de mestruz (Coronapus didymus)
(Capitulo I) e Avaliar sua aplicacdo na estabilidade durante o armazenamento e nas

propriedades de ragdes para peixes (Capitulo II).

2.2.0bjetivos especificos

» Avaliar os efeitos de diferentes parametros para otimizar o processo de extracdo de
compostos bioativos das folhas de mestruz;
» Avaliar a capacidade antimicrobiana do extrato obtido das folhas de mestruz;

» Avaliar a eficacia do extrato de mestruz em evitar a peroxidagao lipidica quando
incorporado em racdes para peixes, assim como, sua capacidade antioxidante.
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RESUMO

A Mestruz (Coronapus didymus) tem sido usada na medicina popular para tratar diversas
doencas, além de possuir propriedades antioxidantes, antimicrobianas, cicatrizantes e a
capacidade de remover metais pesados do ambiente. Compostos bioativos podem ser obtidos a
partir de fontes vegetais subaproveitadas, como cascas, flores, folhas e residuos de frutas,
utilizando-se processos de extracéo. O objetivo deste estudo foi otimizar o processo de extragdo
de compostos ativos das folhas do mestruz. Para a otimizacéo da extracdo dos compostos ativos
das folhas de mestruz foi aplicado um planejamento experimental do tipo Box-Behnken sendo
investigado os efeitos das seguintes variaveis, relagdo solvente-massa (10, 55 e 100 mL/qg),
temperatura (25, 55 e 85° C) e concentracdo de etanol (0, 50 e 100 %) sobre o conteudo de
polifendis totais (TPC), atividades antioxidantes (DPPH, ABTS e FRAP) e antimicrobianas
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(Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii,  Salmonella typhirium, Vibrio
parahaemolyticus e Staphylococcus aureus). Os resultados mostram que as condigdes 6timas
de extracdo foram alcangadas com 100 mL/g de solvente-massa, temperatura de 85°C e 44,62%
de alcool etilico durante 120 min. Nessas condicGes, o extrato obtido apresentou 0 maior teor
de polifendis totais (15.533,33 ug EAG/g), atividades antioxidantes, DPPH (28.900,00 uM
ET/g), ABTS (54.900,00 uM ET/g e FRAP (126.800,00 uMET/qg), e atividades antimicrobianas
contra Salmonella enterica, com uma concentracdo minima inibitéria de 10 mg/L, e
Staphylococcus aureus, com 20 mg/L, demonstrando o potencial do extrato das folhas de

mestruz como uma fonte de compostos bioativos para aplicagdes industriais.

Palavras-Chave: Metodologia de superficie de resposta, Plantas ndo convencionais, Extrato

natural, Atividades antioxidantes
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1. Introducao

Na industria alimenticia, a preocupacao central tem sido a preservacao de alimentos,
principalmente para prolongar a vida ttil dos produtos e manter sua qualidade sensorial e
nutricional (Martillanes et al., 2017). A indUstria da aquicultura enfrenta atualmente um
grande desafio devido a deterioracdo da saude e da qualidade dos peixes, causada pela
oxidacdo da racdo (Yan et al., 2022). A oxidacdo dos lipidios nos alimentos para peixes
compromete ndo apenas as gorduras, mas também destroi vitaminas essenciais,
resultando em consequéncias negativas como crescimento lento, baixa eficiéncia
alimentar, escurecimento da pele, letargia e até mortalidade (Kop et al., 2019). Para
garantir uma producdo sustentavel e manter a saude dos peixes em sistemas de
aquicultura, é essencial fornecer uma dieta completa e equilibrada (Shefat & Karim,
2018), que ajude a fortalecer o sistema imunolégico, garantindo assim maior resisténcia
a doencas oportunistas (Syanya et al., 2023).

Com o objetivo de manter a qualidade das racdes preservada, conservantes sintéticos
séo incorporados, garantindo sua seguranca (Rathee et al., 2023). Devido aos potenciais
efeitos prejudiciais dos aditivos sintéticos, setores como o de processamento e
conservacdo de alimentos, cosméticos e farmacéuticos estdo buscando alternativas
naturais que possam substitui-los de maneira eficaz e segura (Santos e Martins, 2023;
Gutiérrez-del-Rio et al., 2021). Isso reflete a crescente demanda por alternativas naturais
para substituir compostos quimicos sintéticos, devido aos seus potenciais efeitos
negativos a salde publica e ao meio ambiente (Borges et al., 2020). O uso de extratos
naturais na fabricacdo de racGes tem aumentado nos Ultimos anos, pois 0s compostos
ativos, como os polifendis, tém demonstrado propriedades antimicrobianas e
antioxidantes em animais de producdo (Pitino et al., 2021). Além dos polifendis, os
flavonoides e os terpenos, desempenham papel crucial na inibicdo de processos
oxidativos e no controle de patdgenos em alimentos (Stagos, 2019). Devido a bioatividade
dos polifenadis, estudos tém sido realizados visando a otimizag&o da extracéo de polifendis
de cascas, flores, folhas, bagaco de frutas e residuos provenientes de diversas partes
comestiveis e ndo comestiveis de plantas (Santos e Martins, 2023).

A Mestruz (Coronopus didymus) é uma espécie ervense da familia Brassicaceae, é
originario de regides temperadas quentes, mas adapta-se bem as subtropicais. No Brasil,

se distribui no Nordeste, Sudeste e Sul (Sartori et al., 2020). A planta tem sido
19



234
235
236
237
238
239
240
241
242
243
244
245
246
247
248
249
250
251
252
253
254
255
256
257
258
259
260
261
262
263
264

tradicionalmente utilizada no tratamento de tosse, hematomas, traumas, artrose,
bronquite, Ulceras externas, cancer, estresse oxidativo, aliviar dores musculares,
minimizar febre e inflamacdo, purificar o sangue, além de possuir propriedades
antimicrobianas, antioxidantes, antitumorais, cicatrizantes e anti-inflamatérias (Busnardo
et al., 2010). Além das propriedades terapéuticas e curativas, é relatado que possui
propriedade de fitorremediacgéo para zinco, chumbo e cadmio (Muzammil et al., 2022).

As folhas de mestruz (Coronopus didymus) sdo consideradas fontes promissoras de
nutrientes para alimentacdo animal devido a sua composi¢do nutricional, como alto teor
de proteina (28,17%) e presenca de compostos bioativos diversos com potencial
biomédico e farmacéutico (Kinupp e Barros, 2008).

A extracdo de compostos bioativos de plantas é uma préatica utilizada ha séculos e
continua sendo um tema de grande interesse devido ao seu papel crucial na obtencéo de
substancias de valor terapéutico, nutricional e industrial (Lefebvre et al., 2021). Esses
compostos bioativos podem ser extraidos por meio de varios métodos convencionais e
modernos, as técnicas incluem a extracdo assistida por ultrassom, extracdo por fluido
supercritico, extracdo acelerada por solvente, e extracdo assistida por micro-ondas
(Usman et al., 2022).

Entre os possiveis métodos de otimizacdo, tém-se planejamentos experimentais
baseados na geracdo de superficies de resposta, que estabelecem relacdes entre variaveis
que afetam um processo. A metodologia de superficie de resposta (MSR) é uma
abordagem estatistica e matematica que emprega um modelo polinomial de segundo grau
para analisar as relacfes entre uma ou mais variaveis respostas e fatores independentes,
sendo considerada uma estratégia de otimizacdo eficiente (Insang et al., 2021). Na
literatura ndo foram encontrados estudos referentes a otimizacdo da extracdo de
compostos ativos a partir de folhas de mestruz, porém extratos desta planta tém sido
avaliados em fungdo das suas atividades farmacologicas nos seres humanos contra
cancer, diabetes, bactérias infecciosas e estresse oxidativo (Muzammil et al., 2022).

O objetivo deste estudo foi otimizar 0 processo de extragdo de compostos ativos do
mestruz, investigar os efeitos das varidveis relacdo solvente-massa, temperatura e
concentracdo de etanol sobre o conteudo de polifenois totais (TPC) e as atividades

antioxidantes: Atividade sequestradora de radicais livres (DPPH), a capacidade de
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eliminagdo de radicais livres (ABTS), a redugdo dos ions de ferro (FRAP) e

antimicrobianas.

2. Material e Métodos

2.1.Reagentes

Os reagentes Trolox (&cido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico),
DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl), TPTZ (2,4,6- Tri (2-Piridil)-s-Triazina), ABTS (
2,2'-Azino-bis (&cido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico), foram adquiridos da Sigma —

Aldrich. Todos os outros reagentes utilizados foram de grau analitico.

2.2.Folhas de mestruz
As folhas de mestruz (Coronopus didymus) foram coletadas ao redor da horta do

Cassino, Unidade de censitaria 34, Rio Grande/RS — Brasil. As folhas foram higienizadas
com agua e com solucéo de hipoclorito a 200 ppm por 10 min, desidratadas em estufas
com circulacdo e renovacdo de ar por 24 h a uma temperatura de 45°C. Apos, foram
trituradas em moinho de facas (Marconi modelo MA 090) a uma malha de 60 mesh. A
farinha de folhas obtida foi acondicionada em sacos plasticos transparentes de polietileno

e armazenadas a -18°C.

2.3.0timizacao do processo de extracio dos compostos ativos das folhas de
mestruz

A extracdo dos compostos bioativos foi realizada em um agitador magnético (IKA RT
15) a uma rotacdo de 500 rpm . Utilizou-se 10, 55 e 100 mL de solvente, com diferentes
percentuais de etanol (0, 50 e 100%) e diversas propor¢oes de massa foram ajustadas para
otimizar o processo. As misturas foram homogeneizadas em Erlenmeyers de 250 mL. O
processo de extracdo foi realizado em diferentes temperaturas (25°C, 55°C e 85°C)
durante 2 h. Apds a extracdo, as amostras foram centrifugadas a 15.000 x g por 10 min a
4°C, e o sobrenadante foi coletado para a determinacdo do teor total de polifendis e das
atividades antioxidantes.

O delineamento experimental Box-Behnken foi utilizado para avaliar os efeitos do

percentual de etanol (X1), relagéo solvente-massa (mL/g) (X2) e temperatura (X3) no
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processo de extracdo de compostos ativos das folhas de mestruz. O desenho experimental
consistiu em 15 experimentos incluindo 3 pontos centrais (Tabela 1). A otimizacao das
varidveis independentes na extracdo de compostos fendlicos foi realizada pela
metodologia de superficie de resposta (MSR). As respostas experimentais foram ajustadas
pela equacdo (1) sendo esta uma equagéo polinomial de segunda ordem:

Y = B0 +ZBiXi +ZPiiXi2 +ZPijXiXj (D

Onde Y ¢ a resposta predita; Bo ¢ uma constante; Bi ¢ o coeficiente linear; Bii é o
coeficiente quadratico; Bij € 0 coeficiente de interacdo da variavel i, j; Xi e Xj sdo as
varidveis independentes. A adequacdo do modelo foi determinada pela avaliacdo do
coeficiente de determinacdo (R?) e pelo teste de falta de ajuste. A andlise de variancia
(ANOVA) foi aplicada para determinar a significancia do modelo, dos coeficientes e da
falta de ajuste a 95% de significancia (p < 0,05) (Tabela 3). O teste t foi realizado para

determinar os efeitos dos coeficientes dos modelos (Tabela 4).

Tabela 1: Varidveis independentes e niveis de fatores com valores reais e codificados

utilizadas no RSM no delineamento Box-Behnken.

Niveis
Fatores Variaveis -1 0 1
Concentracdo de etanol % X1 0 50 100
Relacéo solvente massa mL/g X2 10 55 100
Temperatura °C X3 25 55 85

2.4. Analise de compostos ativos dos extratos

2.4.1. Determinacio do contetido total de polifenois

O conteudo total de polifendis foi determinado usando 0 método de Folin-Ciocalteu,
conforme descrito por Waterhouse (2002), com algumas modificagdes. Para este fim, 15
pL do extrato foi transferido para um tubo de ensaio, ao qual foram adicionados 1,26 mL
de reagente de Folin-Ciocalteu (10% v/v) e incubados por 8 min no escuro a temperatura
ambiente (25°C). Subsequentemente, foram adicionados 225 pL de solugao de carbonato
de sddio (25%), e realizada uma nova incubacgédo a temperatura ambiente (25°C) no escuro
por 2 h, e entdo, a absorbancia da amostra foi medida usando um espectrofotometro UV-
VIS (BEL M51, PRC) a 765 nm. Um padrdo de &cido galico foi usado para a curva de

22



323
324
325

326
327

328
329
330
331
332
333
334
335
336
337
338
339
340
341
342
343
344
345
346
347
348
349
350
351
352
353
354

calibracdo, e os valores foram expressos em microgramas de equivalentes de acido galico

(EAG) por grama de amostra (ug EAG/g de amostra).

2.4.2. Determinacao das atividades antioxidantes
A atividade sequestradora de radicais livres (DPPH) foi avaliada de acordo com o

método descrito por Noreen et al. (2017), com algumas modificagdes, onde o radical
DPPH foi preparado com metanol absoluto na concentracao de 80 uM. Para a analise,
1,8 mL dos radicais DPPH, foram misturados com 10 pL do extrato e mantidos a
temperatura ambiente (25 °C) por 30 min, para entdo ser realizada a leitura em
espectrofotometro UV-VIS (BEL M51, PRC) a 515 nm. Um padrdo Trolox foi utilizado
para a curva de calibracdo e a capacidade de eliminacdo contra o radical DPPH foi

expressa em UM equivalente de Trolox por grama de amostra (UM TE/g de amostra).

A capacidade de eliminacdo de radicais livres ABTS foi avaliada pelo método descrito
por Santos e Martins (2023) com algumas modifica¢des. O radical ABTS foi preparado
apos a mistura das solucbes de ABTS (7 mM) e persulfato (140 mM) por 16 h. A mistura
foi entdo diluida em etanol absoluto, e o comprimento de onda foi ajustado para 734 nm
até que a absorbancia estivesse entre 0,65 e 0,75 nm, e entdo a amostra foi lida a 734 nm
em espectrofotdmetro UV-VIS (BEL M51, PRC). Para a curva de calibracdo, 3 mL da
solucdo de ABTS foram misturados com 30 pL de extrato ou da solucéo padrédo Trolox.
A solucdo foi deixada em repouso por 6 min e entdo, a absorbancia foi lida a 734 nm. A
capacidade antioxidante do radical ABTS foi expressa em pM equivalente de Trolox por
grama de amostra (UM TE/g de amostra).

A reducdo dos ions de ferro (FRAP) foi avaliada pelo método descrito por Rufino et
al. (2006), com algumas modificacGes. O reagente FRAP foi preparado misturando-se,
em um béquer de 100 mL, 5 mL de cloreto férrico 20 mM e 50 mL de tampéo acetato 0,3
M (155 mg de acetato de sédio em 0,8 mL de acido acético glacial, com o volume
completado para 50 mL, pH 3,6). Apds a homogeneizagao, adicionou-se 5 mL da solucdo
de TPTZ 10 mM (15,6 mg de TPTZ em 5 mL de HCI 40 mM). Para a analise, misturou-
se 1,5 mL do reagente FRAP, com 25 pL de extrato e 175 pL de agua ultrapura, incubando

por 30 min a 37 °C no banho maria. Posteriormente, a leitura foi realizada em um
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espectrofotometro UV-VIS (BEL M51, PRC) a 595 nm. Um padrdo de Trolox foi
utilizado para a curva de calibragéo, e os valores do ensaio FRAP foram expressos como
micromoles de capacidade antioxidante equivalente ao Trolox por grama de amostra (UM

ET/g de amostra)

2.5. Atividade Antimicrobiana

A atividade antibacteriana dos extratos foi avaliada através da concentracdo inibitoria
minima (CIM), sendo estas determinadas utilizando o método de microdilui¢do sucessiva
em caldo em uma microplaca de poliestireno de 96 pocos de acordo com o método
descrito pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2020). A avaliacéo
antimicrobiana foi realizada utilizando as bactérias gram-negativas, Escherichia coli
(ATCC 25922), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15442), Acinetobacter baumannii
(ATCC 19606), Salmonella typhirium (ATCC 14028), Vibrio parahaemolyticus (ATCC
17802) e a bactéria gram-positiva Staphylococcus aureus (ATCC 12598). O extrato com
as melhores condigdes foi diluido em agua nas concentragdes de 40; 20; 10; 5; 2,5; 1,25;
0,625; 0,3125 mg/mL, correspondentes as diluicdes seriadas da ressuspensédo do extrato.
A ciprofloxacina nas concentraces (32; 16; 8; 4; 2; 1; 0,5 e 0,25 mg/mL) foi usada como
controle de sensibilidade, e apenas o meio foi utilizado como controle negativo. Foram
adicionados 50 uL de caldo Mueller-Hinton (MH), nas microplacas e as concentracfes
foram ajustadas por dilui¢io seriada. Em seguida, 50 puL de indculo (5x10° células/mL)
foram adicionados e incubados a 37°C por 24 h. A resazurina foi utilizada como indicador
colorimétrico da CIM. Apds o periodo de incubagdo, 15 pL de resazurina a 0,02% foram
adicionados e incubados novamente por 1 h. A cor rosa indica atividade metabdlica,
enquanto a cor azul indica que ndo houve atividade metabdlica (Ramos and Bartolomeu
Halicki, 2022).

3. Resultados

3.1.Determinacao e validacio de modelos
Os resultados obtidos no planejamento experimental de polifendis totais, DPPH,
ABTS e FRAP, estdo apresentados na Tabela 2. O maior valor para o TPC foi obtido no

ensaio 8 (15.533,33 pg de acido galico/g ) e o menor valor foi obtido no ensaio 10
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(3.536,04 g de acido gélico/g). Para o DPPH o valor maximo de capacidade de
eliminacdo foi obtido no ensaio 8 com (28.900 (UM TE/g de amostra) e o menor valor foi
obtido no ensaio 3 (5.050 uM TE/g de amostra). Para o radical ABTS, o ensaio 8
apresentou a maior capacidade de eliminacgdo (54.900 uM TE/g de amostra) e 0 menor
valor foi obtido no ensaio 3 (14.867,50 uM TE/g de amostra). Para FRAP, 0 ensaio 8
apresentou a maior atividade (126.800,00 uM TE/g de amostra) e o menor valor foi obtido
no ensaio 1 (25.014,00uM TE/g de amostra). A relacdo solvente-soluto para polifendis
totais apresentou coeficiente quadratico negativo significativo (p < 0,05), e os coeficientes
lineares para polifendis totais, DPPH, ABTS e FRAP foram significativos (p < 0,05),
exceto a temperatura para FRAP. A relacdo solvente-massa e a concentracdo de etanol
tiveram efeitos negativos, enquanto a temperatura apresentou um efeito positivo. A
interacdo entre concentracdo de alcool x temperatura foi significativa para TPC. A
interacdo alcool x solvente-massa e alcool x temperatura para a analise de FRAP foram
significativas Tabela 3 e 4.

Os resultados da ANOVA indicaram que os modelos de regressdo foram
significativos (p < 0,05) tanto para o polifenol total quanto para as atividades
antioxidantes (DPPH, ABTS e FRAP) Tabela 3. A andlise de falta de ajuste ndo foi
significativa indicando que os dados experimentais se ajustam bem ao modelo.

Tabela 2: Matriz experimental da metodologia de superficie de resposta com valores
experimentais (codificados e reais) e resultados de polifendis totais e atividades
antioxidantes (DPPH, ABTS e FRAP).

Relacéo
Concentracéo solvente —
Ensaios etanol (%) ?r‘nalj;? Tem?fé‘;‘t“ra TPC(ug DPPH (UM  ABTS FRAP

(X1) (X2) (Xa) EAG/Q) ET/g) (UM ET/g) (UM ET/g)
1 0(-1) 10 (-1) 55(0) 9.000,42 14.012,50  18.035,00  25.014,00
2 0(-1) 100 (+1) 55(0) 6.983,33 20.975,00 39.550,00 97.133,33
3 100 (+1) 10 (-1) 55(0) 5.000,00 5.050,00 14.867,50  27.613,33
4 100(+1) 100 (+1) 55(0) 4.408,33 12.050,00  30.825,00  61.133,33
5 50(0) 10 (-1) 25(-1) 10.821,25  16.64500  26.117,50  63.013,33
6 50(0) 10 (-1) 85(+1) 12.719,17  21.02500  25.657,50  65.080,00
7 50(0) 100(+1) 25 (-1) 12.475,00  27,250,00  47.475,00 117.800,00
8 50(0) 100(+1) 85(+1) 15.533,33  28.900,00  54.900,00 126.800,00
9 0(-1) 55 (0) 25(-1) 10.855,63  16.431,25  31.707,50  87.340,00
10 100 (+1) 55 (0) 25(-1) 3.536,04 7.301,25 15.097,50  38.023,33
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11 0 (-1) 55 (0) 85(+1) 10.191,04  18.645,00  42.047,50  68.456,67
12 100 (+1) 55 (0) 85(+1) 8.497,50 12.04500  30.181,25  57.090,00
13 50 (0) 55 (0) 55(0) 14.998,96 24.048,75 42.528,75 110.073,33
14 50 (0) 55 (0) 55(0) 15.228,13 22.701,25 44,137,50 105.123,33
15 50 (0) 55 (0) 55(0) 13.965,42 20.693,75 45.086,25 122.356,67
407
408  Tabela 3: Analise de variancia (ANOVA) dos modelos, coeficientes e falta de ajuste de
409 polifenois e atividade antioxidantes (DPPH, ABTS e FRAP).
Variaveis G. Liberdade S. Quadrados Quadrado Médio Valor de F valor-p
Polifendis Totais
Xi 1 30375329 30375329 27.5752 0.0008
X2 1 432063 432063 0.3922 0.5486
X3 1 10702540 10702540 9.7159 0.0143
X3 1 7913086 7913086 7.1836 0.0279
X12 1 157072920 157072920 142.5931 <,0001
X2 1 13209645 13209645 11.9919 0.0085
Modelo 6 214038196 35673033 32.3845 <,0001
Falta de Ajuste 6 7907317.6 1317886 2.9123 0.2775
Erro Puro 2 905052.7 452526
Erro 8 8812370 1101546.3
C. Total 14 222850566
R?=0.96
R2adj = 0.9959
DPPH
Xi 1 141267038 141267038 96.0232 <,0001
X2 1 131564476 131564476 89.4281 <,0001
X3 1 21084395 21084395 14.3317 0.0036
X2 1 353004538 353004538 239.9471 <,0001
Modelo 4 646920446 161730112 109.9325 <,0001
Falta de Ajuste 8 9011155 1126394 0.3952 0.8592
Erro Puro 2 5700613 2850306
Erro 10 14711768 1471176.8
C. Total 14 661632214
R?=0.98
R?adj = 0.9914
ABTS
X1 1 203704497 203704497 13.8199 0.0048
X2 1 969595657 969595657 65.78 <,0001
X3 131128891 131128891 8.8961 0.0154
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Erro Puro
Erro
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R2=0.94
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FRAP
X1
Xz
X3
Xiz
X3
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X2?
Modelo
Falta de Ajuste
Erro Puro
Erro
C. Total
R2=0.98
R?adj = 0.9903
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665263195
78734813
2019379702
129316818
3343003
132659821
2152039523

1106474882
6168605664
15820312.5
372477133
360050625
7441682504
761125823
1.59E+10
215161833
157456853
372618686
1.63E+10

665263195

78734813
403875940
18473831
1671501.6
14739980

1106474882
6168605664
15820312.5
372477133
360050625
7441682504

761125823
2.28E+09

43032367
78728427
53231241

45.1332
5.3416
27.4
11.0522

20.7862

115.8832

0.2972
6.9973
6.7639

139.7992

14.2985
42.7423
0.5466

<,0001
0.0461
<,0001
0.0855

0.0026
<,0001
0.6026
0.0332
0.0354
<,0001
0.0069
<,0001
0.7466

410
411
412
413
414

415
416

X1, Xz, € X3 representam as variaveis, concentragdo de etanol (%), relacdo solvente/massa (mL/g), e

temperatura (°C), respectivamente. A variavel X,2 é o coeficiente quadratico de concentragéo de etanol (%),

e X2 é o coeficiente quadratico da relacdo solvente/massa (mL/g). As variaveis X1, e Xi3 sd0 0s termos de
interacdo concentragdo de etanol
respectivamente.

Tabela 4: Coeficientes de regressdao do modelo para contetido total de polifendis e

atividade antioxidante (DPPH, ABTS e FRAP).

x solvente/massa e concentracdo de etanol

X temperatura,

Coeficiente

Modelo Variaveis de regressio Erro Padrao Valor t valor-p

Polifendis Totais
Xo 14754.952 504.1855 29.26 <,0001
X1 -1948.568 371.0705 -5.25 0.0008
Xz 232.39583 371.0705 0.63 0.5486
X3 1156.6406 371.0705 3.12 0.0143
Xi3 1406.5104 524.7729 2.68 0.0279
X -6502.989 544.5825 -11.94 <,0001
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423
424
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426
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X2

DPPH

ABTS
Xo
X1
X2
X3
X2

FRAP

X7?

-1885.853

23037.679
-4202.188
4055.3125
1623.4375
-9723.929

43474.135
-5046.094
11009.063
4048.5938
-13383.17
-4604.111

109643.79
-11760.5
27768.25

1406.25
-9649.833
9487.5
-44760.81

-14314.97

544.5825

458.441
428.8322
428.8322
428.8322
627.7461

1844.325
1357.386
1357.386
1357.386
1992.098
1992.098

3504.873
2579.516
2579.516
2579.516
3647.987
3647.987
3785.695

3785.695

-3.46

50.25
-9.8
9.46
3.79

-15.49

23.57
-3.72
8.11
2.98
-6.72
-2.31

31.28
-4.56
10.76
0.55
-2.65
2.6
-11.82

-3.78

0.0085

<,0001
<,0001
<,0001
0.0036
<,0001

<,0001
0.0048
<,0001
0.0154
<,0001
0.0461

<,0001
0.0026
<,0001
0.6026
0.0332
0.0354
<,0001

0.0069

Varidvel Xp é o intercepto e Xi, Xz, € X3 representam as variaveis concentragdo de etanol (%), relacdo

solvente/massa (mL/g), temperatura (°C) respectivamente. A variavel X, é o coeficiente quadratico de

concentracéo de etanol (%), X2? é o coeficiente quadratico da relacdo solvente/massa (mL/g). As variaveis

X12, X13 S30 0s termos de interagdo concentragdo de etanol x solvente/massa e concentragéo de etanol x

temperatura respectivamente.

Os modelos estimados para o teor total de polifendis, DPPH, ABTS e FRAP estdo

descritos nas Equacdes 2, 3,4 e 5:

TPC (ug EAG.gY) = 14.754,952-1.948,568 X +232,39583 X, + 1.156,6406 X +

1.406,5104 X13 - 6.502,989X:2 - 1.885,853 X2

(2)
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Onde X1 é a concentracdo de etanol, X> € a razdo solvente-massa, X3z € a
temperatura, Xi3 é a interagdo entre concentracdo de etanol e temperatura, X12 0 termo
quadratico de concentragdo de etanol e X2? o termo quadratico de razdo solvente-massa.
O modelo obtido foi significativo (p < 0,05), demonstrando uma relagdo quadratica, linear
e de interacdo entre o teor de polifendis totais e as variaveis independentes no processo
de extracdo. O coeficiente de determinacdo foi considerado alto (R2 = 0,96), como
mostrado graficamente pela dispersdo dos dados observados em relacdo aos previstos
(Figuras 1A, 1B e 1C). Interacdes significativas foram plotadas em gréaficos
tridimensionais de superficie de resposta. A Figura 1B mostra a interacdo entre a
concentracéo de etanol e a temperatura, demonstrando um efeito positivo da temperatura
e efeito negativo quadratico da concentracdo de etanol. Os melhores resultados foram
obtidos a 85 °C com 44,62 % de etanol e relagdo solvente-massa 100 mL/g. As Figuras

1A, 1B e 1C indicam a existéncia de pontos 6timos dentro do intervalo de estudo.

Para o DPPH, o modelo estimado foi o seguinte:

DPPH (UM ET/g) = 23.037,679 - 4.202,188X1 + 4.055,3125X> + 1623,4375X3 -
0.723,929X:>  (3)

Onde X representa a concentracdo de etanol, X, a razdo solvente-massa, Xz a
temperatura, e X1 o termo quadratico da concentragdo de etanol. O modelo obtido foi
significativo (p < 0,05), demonstrando uma relacdo quadratica para concentracdo de
etanol e linear na razdo solvente-massa e temperatura. O coeficiente de determinacéo foi
considerado alto (R2 = 0,98), como mostrado graficamente nas Figuras 1D, 1E e 1F, os
melhores resultados foram encontrados com 44,62% de etanol, uma razdo relagéo
solvente-massa 100 mL/g e a uma temperatura de 85°C. As Figuras 1D e 1E apresentaram
curvatura, enquanto a Figura F exibiu comportamento linear devido ao coeficiente

positivo associado a temperatura.

Para a capacidade de eliminacdo da ABTS, o modelo estimado foi o seguinte:

ABTS (UM ET/g) = 43.474,135 — 5.046.094X1 + 11.009,063X, + 4.048,5938Xs —
1.3383,17 X12 - 4.604,111X;? 4)

29



461
462
463
464
465
466
467
468
469
470
471
472
473
474
475
476
477
478
479

Onde X1 é a concentracdo de etanol, X> é a razdo solvente-massa, Xz é a
temperatura, X0 termo quadratico de concentragdo de etanol e X2? o termo quadratico
de razéo solvente-massa. O modelo obtido foi significativo (p < 0,05), demonstrando uma
relacdo quadrética e linear entre as varidveis independentes no processo de extracdo. O
coeficiente de determinagéo foi considerado alto (R? = 0,94). Os melhores resultados
foram obtidos a 85°C com 44,62% de etanol e relacdo solvente-massa 100 mL/g como

pode-se observar nas Figuras 1G, 1H e 11I.

Para a reducéo dos ions de ferro (FRAP),0 modelo estimado foi o seguinte:

FRAP (UM ET/g) =10.9643,79 — 11.760,5 X1 + 27.768,25 Xz + 1.406,25 X3—9.649,833
X12+9.487.5 X13— 44.760,81 X12-14.314,97 X,? (5)

Onde X1 é a concentracdo de etanol, X> € a razdo solvente-massa, X3 € a
temperatura, X12 € a interacdo entre concentracdo de etanol e a razao solvente-massa, X13
é a interacdo entre a concentracio de etanol e temperatura, Xi? o termo quadratico de
concentragdo de etanol e X2? o termo quadratico de raz&o solvente-massa. O modelo foi
significativo (p < 0,05), mostrando relacdo linear em todas as varidveis independentes,
demonstrando uma relacdo quadratica e uma interagdo. O coeficiente de determinacéo foi
de R?=0,98.
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Figura 1 Superficies de respostas do contetdo total de polifendis: (A) Solvente-massa
e alcool, (B) concentracdo de alcool e temperatura, (C) solvente-massa,temperatura e
DPPH (D) alcool e solvente-massa, (E) temperatura e alcool (F) solvente-massa,
temperatura e ABTS: (G) solvente —massa e alcool, (H) temperatura e alcool, (1)
temperatura, solvente-massa e FRAP: (J) solvente-massa e alcool (K) temperatura e
alcool (L) solvente-massa e temperatura.

3.2. Atividades antimicrobianas

As concentragdes inibitorias minimas (CIM) do extrato de Coronopus didymus foram

testadas contra as cepas Acinetobacter baumannii, Escherichia coli, Pseudomonas
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aeruginosa, Salmonella enterica, Vibrio sp. e Staphylococcus aureus. Os extratos
mostraram acao antibacteriana contra Salmonella enterica e Staphylococcus aureus,
com CIM de 10 mg/L e 20 mg/L, respectivamente. Para as demais cepas, ndo foi

observada atividade antibacteriana.

Figura 2: Microplaca 96 pocos. Fonte: Arquivo pessoal.
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4. Discussiao
Elevados teores de polifendis, foram encontrados em temperaturas mais altas e

com tempo prolongado de extragdo. Isso indica que temperaturas elevadas podem
melhorar a extracdo dos compostos bioativos (Basilio-Cortes et al ., 2023). A melhora na
extracdo pode ser atribuida ao aumento na solubilidade dos compostos, a diminuicdo da
viscosidade do solvente e a maior difusdo dos solutos, resultando em uma maior eficiéncia
na extracdo dos compostos desejados (Gomes et al., 2024). Além disso, quando expostos
a altas temperaturas, os tecidos vegetais se tornam macios e contribuem para o aumento
da permeabilidade da membrana celular, aumentado assim as interacdes, facilitando a
extracdo dos compostos fenolicos para o solvente (Che Sulaiman et al., 2017). Outros
estudos sugerem que o aumento da temperatura pode ser benéfico e melhora a extracado
até um certo nivel, pois a exposi¢do a temperaturas elevadas pode levar a degradacdo dos
compostos (Santos e Martins, 2023; Gam et al., 2020). Na extracdo de Moringa oleifera,
a otimizacao foi alcancada quando a temperatura atingiu 158°C em 20 min (Rodriguez-
Pérez et al., 2016), corroborando com outros estudos que afirmam que o aumento da
temperatura melhora a eficiéncia da extracdo. Quando a temperatura de extracdo, a
concentracdo de etanol e o tempo ultrapassarem seus pontos 6timos, a extracdo dos
compostos fenolicos diminui (Gam et al., 2020). A resposta dos compostos fenolicos a
temperatura, tempo, relagdo solvente/massa e percentual de alcool varia conforme a fonte
vegetal (Shi et al., 2022). Por isso, as condi¢Oes ideais de extracdo devem ser ajustadas
para cada amostra em especifico.

A temperatura teve um efeito linear positivo na atividade sequestradora de radicais
DPPH, eliminagdo de radicais (ABTS) e no ensaio de poder antioxidante redutor férrico
(FRAP). Quando o coeficiente é positivo, significa que um aumento no nivel da variavel
leva a uma resposta maior. Por outro lado, um coeficiente negativo indica que, ao
aumentar a variavel, a resposta diminui (Santos e Martins, 2023). O aumento da
temperatura pode melhorar a solubilidade, difusividade e transferéncia de massa dos
compostos antioxidantes, mas temperaturas excessivas podem causar a degradacao desses
compostos (Gomes et al 2024).

O tempo de extracgdo pode ser um fator crucial na determinacgéo do rendimento de
polifendis durante o processo de extragdo. Amendola et al. (2010) observaram que a maior
eficiéncia na extracdo de polifenois do bagago de uva é alcancada apds 120 min de
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extracdo. Estudos mostram que, a medida que o tempo de extracdo aumenta, a quantidade
de polifenodis extraida tende a aumentar também (Mokrani & Madani, 2016). Isso é
explicado devido a difusdo e ao equilibrio que se estabelece entre a matriz sélida e o
solvente favorecendo a liberagcdo dos compostos bioativos (Che Sulaiman et al., 2017).
O uso de uma combinacdo de solventes polares e menos polares (como agua e
etanol) é eficaz para a extragdo de uma ampla gama de compostos, otimizando a
recuperacdo tanto de compostos polares quanto apolares (Alara et al., 2018). A eficacia
do processo de extracdo e a recuperacdo dos compostos bioativos esta principalmente
relacionada a polaridade dos solventes, pois esta determina a seletividade do sistema de
particdo (Nguyen et al., 2023; Boeing et al., 2014). A atividade sequestradora do radical
(DPPH), eliminacdo de radical (ABTS), e ensaio de poder antioxidante redutor férrico
(FRAP) no extrato de mestruz (Coronopus didymus) mostrou um efeito linear e
quadratico negativo em relagio ao percentual de alcool. A medida que a concentragéo de
alcool aumentou de 0 a 50%, a atividade antioxidante também aumentou, no entanto, ao
ultrapassar 50%, a atividade comecou a diminuir, como esta ilustrado na (Tabela 2). Isto
pode ser influenciado por dissolucdo de compostos polares e ndo polares. Comportamento
semelhante foi observado para as folhas de Orthosiphon stamineus, onde se avaliou a
concentracéo de etanol de 0 a 100%. A extracéo foi otimizada com 40% de etanol por 120
min a 65 °C, o que indica que, a medida que a concentracdo de etanol aumentou de 0 a
40%, a atividade antioxidante também aumentou; no entanto, ao ultrapassar 40%, a
atividade comecou a diminuir (Chew et al., 2011). Por ouro lado, na microalga
Tetraselmis sp., o rendimento da extracdo aumentou com a concentracdo de etanol até
58,3%, mas comecou a diminuir em concentracdes superiores (Gam et al., 2020).

A razdo solvente-massa teve um efeito linear positivo no DPPH, ABTS e FRAP, mas
um efeito quadratico negativo no ABTS e FRAP. Isso pode ser explicado pelo aumento
da capacidade do solvente em extrair compostos bioativos a medida que a concentracéo
de etanol aumenta. No entanto, apds atingir um valor 6timo, essa eficiéncia comeca a
diminuir, pois a diluicdo do solvente consome mais alcool, reduzindo sua eficacia.
Resultados similares foram encontrados nos extratos de Helicteres hirsuta Lour, onde foi
observado um aumento na capacidade antioxidante com a concentragdo variando de 1
0/100 mL para 3 g/100 mL (Pham et al., 2017).
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Dentre os microrganismos testados, houve agdo antimicrobriana contra Salmonella
enterica e Staphylococcus aureus. Os extratos podem conter uma mistura de compostos
bioativos, como polifendis, flavonoides e outros fitoquimicos, que podem ser mais
eficazes contra alguns micro-organismos especificos. Segundo Santos e Martins (2023),
a atividade antimicrobiana dos extratos ricos em polifendis se deve a presenca de grupos
hidroxila na estrutura dos compostos fendlicos que possuem a capacidade de interagir
com as membranas celulares dos microrganismos, causando danos estruturais,
desnaturacdo de proteinas e inibicdo de enzimas essenciais para o0 metabolismo
microbiano. De acordo com Muzammil et al. (2022), os extratos de Coronopus didymus
foram considerados inibidores eficazes da glicllise que os micro-organismos usam para
obtencdo de energia 0 que pode ter contribuido para a a¢do nesses micro-organismos. No
entanto, alguns estudos relataram que as cepas de Acinetobacter baumannii, Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa, Vibrio sp. e Staphylococcus aureus apresentaram
resisténcia aos extratos de Coronopus didymus (Shakoor et al., 2018). A diferenga na
sensibilidade das cepas bacterianas aos extratos de Coronopus didymus pode ser atribuida
a diversos fatores, incluindo as propriedades quimicas do extrato, as caracteristicas

biologicas das bactérias e as condi¢des experimentais.
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5. Conclusao
A condigdo 6tima de extracéo foi obtida com 44,62% de &lcool, 100 mL/g de solvente-

massa e 85 °C, em um tempo de 120 min, gerando um extrato com maiores atividades
antioxidantes e antimicrobianas. A temperatura e a concentracdo de &lcool foram as
variaveis de processo que mais influenciaram o rendimento de recuperacdo do teor de

compostos fendlicos.
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RESUMO
Este trabalho teve como objetivo verificar a eficacia do extrato da folha de mestruz
(Coronapus didymus) incorporado na racdo para peixes ao longo de 6 semanas de
armazenamento, avaliando a peroxidacdo lipidica e a capacidade antioxidante. Para a
obtencdo dos extratos foram utilizados 44,62% de etanol (v/v), em uma relagdo solido-
solvente de 1 g para 100 mL, a 85°C por 120 min. Posteriormente, foram formuladas
cinco dietas isoproteicas (37% de proteina bruta) e isolipidicas (9% de lipidios), com
diferentes niveis de inclusdo de extratos antioxidantes, dieta com incluséo de extrato na
concentracdo equivalente a atividade antioxidante do BHT (100 mg/kg) sendo estas: Dieta
controle (sem adicdo do extrato ); Dietacom BHT na concentracdo de 100 mg/kg, Dieta
com inclusdo de extrato na concentracdo equivalente a atividade antioxidante do BHT
(100 mg/kg), calculado na base de atividade antioxidante DPPH; Dieta com incluséo de
extrato em nivel reduzido (50 mg/kg); e dieta com incluséo de extrato em nivel elevado

(200 mg/kg). As dietas foram dispostas em bandejas e armazenadas em estufa com
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circulacdo e renovagdo de ar. A temperatura foi monitorada diariamente, enquanto a
atividade antioxidante e a peroxidacao lipidica foram analisadas nas semanas 0, 2, 4 e 6
de armazenamento. Os resultados demonstram a eficacia do extrato das folhas de mestruz,
pois a inclusdo de extratos em niveis de 50 mg/kg e 100 mg/kg eq. de BHT e a
concentragdo de 100 mg/kg de BHT foram mais eficazes na inibicdo da peroxidagio

lipidica do que a concentracdo mais alta de 200 mg/kg.

Palavras- Chave: Aquicultura, oxidacdo lipidica, atividades antioxidantes, plantas ndo

convencionais
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1. Introducao

A aquicultura é vista como um sistema vital para a produgdo de alimentos em
escala global, recebendo significativa atencdo por sua importancia na promocdo da
nutrigdo e da seguranca alimentar (Mbewe et al., 2024). Esta tem se tornado uma atividade
sustentavel e competitiva na producéo de alimentos de alta qualidade e valor nutricional
elevado em diversas partes do mundo (Oliveira, 2021;Van Doan et al., 2022). Este setor
tem se expandido significativamente para atender a crescente demanda por proteinas de
origem aquética, especialmente em regides com limitaces em fontes terrestres de
proteina (Ahmad et al., 2021). No entanto, apesar de seu crescimento, a aquicultura
enfrenta diversos desafios, particularmente em relacdo as doencas (Zhu, 2020). A
prevencdo de doencas € prioritaria em relagdo ao tratamento, especialmente no caso de
enfermidades relacionadas a alimentacdo. O armazenamento das racGes pode resultar em
oxidacdo lipidica, levando a producdo de compostos toxicos que afetam a saude dos
peixes; além disso, a degradacédo de nutrientes essenciais compromete o valor nutricional,
prejudicando o crescimento e a imunidade, favorecendo também o crescimento de
micotoxinas e bactérias patogénicas, aumentando o risco de doencas (Shefat & Karim,
2018)

O consumo de alimentos estragados, mal acondicionados ou com deficiéncias
nutricionais pode ser fonte significativa de doencas. Para amenizar esse problema,
antioxidantes sdo incorporados a produtos alimentares com o objetivo de evitar a
peroxidacdo lipidica e o desenvolvimento de ranco oxidativo ao longo das etapas de
producdo, processamento e armazenamento dos alimentos (Salami et al., 2016).

Uma das abordagens comuns para reduzir perdas na aquicultura é a utilizacdo de
antioxidantes sintéticos, como o Butil Hidroxitolueno (BHT) e o Butil Hidroxi Anisol
(BHA). Esses aditivos sdo eficazes em retardar a oxidacdo lipidica nos alimentos
utilizados na nutricdo dos peixes, ajudando a manter a qualidade nutricional da racdo e
promovendo o bem-estar dos animais (Lee et al., 2023;Tasbozan & Erbas, 2023).

Neste contexto, dietas desequilibradas, oxidadas e deterioradas devido ao
armazenamento inadequado, juntamente com condigdes estressantes, tornam o0s peixes
mais suscetiveis a doengas, resultando em perdas econémicas devido & mortalidade dos
animais (Tasbozan & Erbas, 2023). Alguns aditivos alimentares podem ser utilizados para

melhorar e aumentar o valor nutricional das ragdes, minimizar os impactos adversos de

44



873
874
875
876
877
878
879
880
881
882
883
884
885
886
887
888
889
890
891
892
893
894
895

896
897
898
899
900
901
902

fatores antinutricionais e estimular o consumo de alimentos pelos peixes (Filipe et al.,
2023).

Em resposta a essas preocupacdes, cresce 0 interesse pela substituicdo dos
antioxidantes sintéticos por alternativas naturais como extratos vegetais, ricos em
compostos bioativos, como os polifendis que tém mostrado potencial antioxidante
significativo, sendo eficazes na prevencdo da oxidacao lipidica (Uzombah, 2022). Esses
extratos ricos em polifendis, sdo provenientes de cascas, flores, folhas, bagaco de frutas
e das plantas ndo convencionais (Santos e Martins, 2023). O uso de antioxidantes naturais,
além de ser uma abordagem mais sustentavel, pode oferecer beneficios adicionais a satde
dos animais, com menor risco de efeitos colaterais indesejados. Desta forma, a utilizacéo
de extratos naturais surge como uma alternativa promissora para a inddstria aquicola,
alinhando-se as tendéncias de consumo consciente e producao sustentavel.

A Mestruz (Coronapus didymus) é uma planta que cresce espontaneamente em hortas,
pastagens e areas de cultivo no inverno. Embora seja considerada invasora, tem sabor
similar ao agrido e é nativa da América do Sul, predominando nas regides Sul e Sudeste
do Brasil. Os seus extratos possuem propriedades antifingicas, antioxidantes,
antimalaricas, antitumorais, cicatrizantes e anti-inflamatorias em humanos (Muzammil et
al., 2022; Busnardo et al., 2010). No entanto, pouco se sabe sobre a possibilidade de uso
desta planta ou de seu extrato em dietas para organismos aquaticos.

O objetivo deste trabalho foi estudar a eficacia do extrato da folha de mestruz
(Coronapus didymus) incorporado na ragdo para peixes ao longo de 6 semanas de
armazenamento, avaliando-se a peroxidacao lipidica e a capacidade antioxidante.

2. Material e Métodos

2.1. Reagentes

Os reagentes Trolox (acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico), DPPH
(2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl), TPTZ (2,4,6- Tri (2-Piridil)-s-Triazina), ABTS ( 2,2'-
Azino-bis (acido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico), foram adquiridos da Sigma — Aldrich

Todos os outros reagentes utilizados foram de grau analitico
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2.2. Folhas de mestruz
As folhas de mestruz (Coronopus didymus) foram coletadas ao redor da horta do

Cassino, Unidade de censitéria 34, Rio Grande/RS — Brasil. As folhas foram higienizadas
com agua e com solugdo de hipoclorito a 200 ppm por 10 min, desidratadas em estufas
com circulacdo e renovacgdo de ar por 24 h a uma temperatura de 45°C. Apos, foram
trituradas em moinho de facas (Marconi modelo MA 090) até 60 mesh. A farinha de
folhas obtida foi acondicionada em sacos plasticos transparentes de polietileno e
armazenadas a -18°C.

2.3. Procedimento de extracao
A extracdo dos compostos bioativos foi realizada em Erlenmeyers de 250 mL,

utilizando-se um agitador magnético (IKA RT 15) a 500 rpm . Utilizou-se etanol a 44,62%
(v/v), com uma relacéo solido-solvente de 1 g para 100 mL, a temperatura de 85°C,
durante 120 min. Apds o processo de extracdo, as amostras foram centrifugadas a 15000
x g por 10 min a 4°C, e o sobrenadante foi coletado e armazenado a -45°C até sua

utilizacéo.

2.4. Calculo da equivaléncia de atividade antioxidante
Para calcular a equivaléncia antioxidante entre o butil-hidroxitolueno (BHT) e o

extrato das folhas de Mestruz (Coronopus didymus), foi utilizado o teste de eliminacéo
do radical DPPH. De acordo com a regulamentacdo da Anvisa (2022), o uso de BHT é
permitido até o limite de 150 mg/kg como aditivo alimentar. No entanto, neste estudo,
optou-se por utilizar 100 mg/kg de BHT, considerado um valor seguro e dentro do limite
regulamentado. Foi preparada uma solucdo de BHT em etanol na concentracdo de 100
mg/L, equivalente a 100 mg/kg. A atividade antioxidante obtida com a solucdo de BHT
(100 mg/L) foi de 7.419,85 uM Eq.Trolox/mL, enquanto a do extrato das folhas de
Mestruz foi de 28.789,61 UM Eq.Trolox/mL. Foram utilizados diferentes volumes do
extrato durante a formulacgdo da ragdo para atingir as concentragdes equivalentes ao BHT
de 50 mg/kg (3.709,93 uM Eq.Trolox/mL), 100 mg/kg (7.419,85 uM Eq.Trolox/mL) e
200 mg/kg (14.839,7 uM Eq.Trolox/mL).
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934 2.5. Formulacio das dietas com os antioxidantes

935 Foram formuladas cinco dietas isoproteicas (37% de proteina bruta) e isolipidicas
936 (9% de lipidios), uma ragao tipica para peixes onivoros com diferentes niveis de incluséo
937  de extratos antioxidantes, sendo estas: Dieta controle (sem adigdo do extrato ); Dieta com
938 BHT na concentracdo de 100 mg/kg, Dieta com inclusdo de extrato na concentracdo
939  equivalente a atividade antioxidante do BHT (100 mg/kg), calculado na base de atividade
940 antioxidante DPPH; Dieta com inclusdo de extrato em nivel reduzido (50 mg/kg); e dieta
941  com inclusdo de extrato em nivel elevado (200 mg/kg). A Tabela 1 apresenta todos 0s
942  ingredientes utilizados nas formulagdes das dietas. Os ingredientes das dietas foram
943 inicialmente misturados e homogeneizados manualmente. Em seguida foram umedecidas
944  com agua destilada e extrato na proporc¢do de 1:2 (500 mL de agua para cada 1000 g de
945  ragdo) e processadas em um moedor de carne para formar os pellets. Posteriormente, 0s
946  pellets foram secos em estufa com circulacédo de ar a 45°C por 24 h.

947

948  Tabela 1: Ingredientes e composi¢ao centesimal das dietas experimentais (%)
949  suplementadas com o extrato de folhas de Mestruz

950

Niveis de inclusdo do extrato de mestruz (mg/Kg Eq.BHT)

Ingredientes Controle 30 MI/Kg 100 mg/Kg 2E0£ g‘g{)ﬁ? 100 mg/Kg do
Eqg. BHT Eqg. BHT do BHT BHT
Farinha de pescado (Q) 33 33 33 33 33
Farelo de soja (g) 26 26 26 26 26
Amido de milho (g) 20 20 20 20 20
farelo de trigo () 15 15 15 15 15
Celulose (g) 2 2 2 2 2
Oleo de pescado (g) 2 2 2 2 2
Pré-mistura mineral e vitaminica (g) a 2 2 2 2 2
Total 100 100 100 100 100
Extrato das folhas suplementado as
racGes (mg/Kg Eq.BHT) 50 100 200
BHT suplementado a ragcdo(mg/kg) 100
Composigdo proximal
Umidade 453+0.04 4.60+0.03 4.70+0.11  4.57+0.02 4.50+0.00
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Cinzas 11.51+0.18 11.39+0.14 11.50+0.09 11.48+0.21 11.39+0.04

Protefna bruta 36.69+0.42  36.99+0.27 36.97+0.63 36.99+0.68  37.28+0.24

Fibra bruta 1.20+2.00 1.47+#1.76 2.25+1.85 2.52+1.30 3.98+3.35

Contetdo lipidico total 8.82+0.19  9.26+0.43  9.21+0.13  8.80+0.19 9.06+0.68
Extrativo ndo sem nitrogenado 41.78 40.89 40.07 40.21 38.29

951 @ Tectron Parana Brasil Vitamina A ( min.) 2.000.000Ul/kg, Vitamina D3 ( min.) 640.000Ul/kg, vitamina
952 E ( min.) 2.400Ul/kg, vitamina K3 (min.) 680mg/kg, vitamina B1 (min.)400mg/kg, vitamina B2 (min.)
953 1.000 mg/kg, vitamina B6 (min.) 1.200mg/kg, vitamina B12 ( min.) 4.000 mcg/kg, niacina (min.)
954  9000mg/kg, acido pantoténico (min.) 3000mg/kg, acido félico (min.) 400mg/kg, biotina ( min.) 35mg/kg,
955 manganés (min.)14g/kg, zinco (min.) 11g/kg, ferro (min.) 10g/kg, cobre (min.) 2.000mg/kg, iodo ( min)
956 200 mg/kg, cobalto (min.) 40mg/kg, selénio ( min.) 40mg/kg.

957
958 2.5.1. Condicoes de armazenamento
959 Os peletes secos (100 g) foram dispostos em bandejas e armazenados em estufa com

960 circulacéo e renovacdo de ar a uma temperatura de aproximadamente 25°C. Diariamente,
961  foram registrados os dados de temperatura e umidade das trés prateleiras da estufa, cada
962 uma contendo uma repeticdo das formulagdes experimentais, utilizando trés termo-
963  higrémetros digitais da marca Incoterm. A atividade antioxidante e a peroxidacéo lipidica
964  foram avaliadas nas semanas 0, 2, 4 e 6 de armazenamento, de acordo com a metodologia
965  descrita por Filipe et al. (2023).

966  2.5.2. Composicao Proximal da rac¢iao

967 O teor de umidade foi calculado a partir do peso das amostras antes e apOs a secagem
968 em estufa de secagem (Q317M-52, Quimis, Diadema, Brasil) a 105 °C por 12 h (AOAC,
969  2007). O teor de cinzas foi determinado gravimetricamente apds queima em forno mufla
970 (MA 385, Marconi, Piracicaba, Brasil) a 600 °C por 5 h (AOAC, 2007). O nitrogénio total
971  foi determinado pelo método micro-Kjeldahl (MA-036, Marconi, Piracicaba, Brasil) € o
972  teor de proteina bruta foi calculado como N x 6,25 (AOAC, 2007). O contetdo lipidico
973  total foi medido usando o método de extragdo a frio (Bligh e Dyer, 1959). Fibra bruta
974  determinado apos a queima em forno mufla (MA 385, Marconi, Piracicaba, Brasil) a 550
975 °Cpor 1 h (AOAC, 2007).

976 2.6. Peroxidacao lipidica
977 A determinacdo da peroxidacdo lipidica foi realizada pelo método de compostos

978  reativos com acido tiobarbiturico (TBARS) de acordo com o método descrito por Rakita
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et al (2020), com algumas modificagbes. Amostras trituradas de racdo (0,1 g) foram
misturadas com 0,5 mL de uma solucdo de BHT a 400 mg/L em tubos de Eppendorf de 2
mL, para prevenir a auto-oxidacao da amostra. Em seguida, 0,75 mL de TCA a 5% foram
adicionados aos tubos, que foram misturados em vortex por 15 min e logo apos
centrifugados a 14500 x g por 10 min a 4°C, por 15 min. Apos a centrifugagdo, 0,75 mL
do sobrenadante foi misturado com 1,5 mL de TBA a 0,6% e aquecido a 95 °C por 60
min. Apds o resfriamento, a absorbancia foi lida a 532 nm. Os resultados foram calculados
com base na curva padrao e expressos como nmol de malondialdeido (MDA) por grama

da dieta (nmol/g).

2.7. Analise de compostos ativos dos extratos da racao

Para andlise de compostos fenolicos e atividades antioxidantes foi necessario fazer
uma extracdo destes compostos a partir das racdes formuladas, seguindo o método
descrito por Colombo et al. (2023), com algumas modificagfes. A extracdo dos
compostos ativos da racdo foi realizada utilizando alcool 40% como solvente, na
proporcéo de 1:10 (massa/volume). O processo de extracdo foi conduzido por meio de
ultrassom (Qsonica) com amplitude ajustada a 70%. Esse procedimento foi realizado por
1 min e 30 s. Ap0s a extracdo, as amostras foram centrifugadas a 12500 x g por 15 min,
a 4°C, e o sobrenadante foi utilizado para analise de contetdo total de polifendis (TPC),
DPPH e ABTS.

2.7.1. Determinac¢ao do conteudo total de polifendis
O conteudo total de polifendis foi determinado usando o método de Folin-Ciocalteu,

conforme descrito por Waterhouse (2002), com algumas modificacfes. Para este fim, 15
puL do extrato foi transferido para um tubo de ensaio, ao qual foram adicionados 1,26 mL
de reagente de Folin-Ciocalteu (10% v/v) e incubados por 8 min no escuro em temperatura
ambiente (25°C). Subsequentemente, foram adicionados 225 pL de solugao de carbonato
de sodio (25%). Apos uma nova incubacdo em temperatura ambiente (25°C) no escuro
por 2 h, a absorbancia da mistura foi medida usando um espectrofotdmetro UV-VIS
(Kasuaki 1L592, Brasil) a 765 nm. Um padrdo de &cido galico foi usado para a curva de
calibracdo, e os valores foram expressos em microgramas de equivalentes de acido galico

por grama de amostra (ug AG/g de amostra).
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2.7.2. Atividade Sequestradora de radicais DPPH
A atividade sequestradora de radicais livres DPPH foi avaliada de acordo com o

método descrito por Noreen et al. (2017), com algumas modificacdes, onde o radical
DPPH foi preparado com metanol absoluto na concentragdo de 80 uM. Para a andlise,
1,8 mL dos radicais foram misturados separadamente com 10 puL do extrato e mantidos a
temperatura ambiente 25 °C por 30 min, a leitura foi realizada em 515 nm. Um padréo
Trolox foi utilizado para a curva de calibracdo e a capacidade de eliminacdo contra o
radical DPPH foi expressa em M equivalente de Trolox por grama de amostra (UM TE/g

de amostra).

2.7.3. Eliminac¢ao de radicais ABTS
A capacidade de eliminacdo de radicais livres ABTS foi avaliada pelo método descrito

por Santos e Martins (2023) com algumas modificagdes. O radical ABTS foi preparado
apos a mistura das solucbes de ABTS (7 mM) e persulfato (140 mM) por 16 h. A mistura
foi entdo diluida em etanol absoluto até que a absorbancia estivesse entre 0,65 e 0,75 nm,
no comprimento de onda de 734 nm. 3 mL da solugéo de ABTS foram misturados com
30 pL de extrato ou das solucdes padrdo Trolox para a curva de calibracdo. Ap6s 6 min
da mistura, a absorbancia foi lida a 734 nm. A capacidade antioxidante contra o radical
ABTS foi expressa em UM equivalente de Trolox por grama de amostra (UM TE/g de

amostra).

2.8. Analise Estatistica
Apbs a verificacdo dos pressupostos de normalidade e homogeneidade das variancias

pelo teste de Shapiro-Wilk e Bartlett, aplicou-se sobre os dados uma ANOVA de medidas
repetidas no tempo para as semanas 1, 2, 4 e 6. As diferencas entre os tratamentos foram
determinadas pelo teste de pos-hoc de Tukey. Todos os testes estatisticos foram aplicados

utilizando o valor de significancia de (p < 0,05).

3. Resultados

3.1. Peroxidacao lipidica
No presente estudo, as dietas experimentais séo compostas por 2% de 6leo de pescado

e 33% de farinha de pescado (Tabela 1), sendo ambos os ingredientes especialmente
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suscetiveis a oxidagdo devido ao alto teor de &cidos graxos insaturados. Na semana zero,
todos os grupos, incluindo o controle (sem extrato) e as diferentes concentracfes de
extrato e BHT, apresentaram valores baixos e semelhantes de malondialdeido (MDA)
(Figura 1). No entanto, apés a 2% semana de armazenamento, observou-se um aumento
leve na concentracdo de MDA em todos os grupos, sem diferencas estatisticamente
significativas entre eles. Ap0s a 4% semana de armazenamento, o controle apresentou uma
diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao tratamento com 100 mg/Kg de
BHT, enquanto os demais grupos ndo mostraram diferencas significativas em comparacéo
com o controle. Na 62 semana de armazenamento, houve diferenca entre o controle e a
concentracgéo de extrato eq. 200 mg/kg eq. BHT; no entanto, essa concentragdo apresentou
0s maiores valores de MDA, superiores as concentracdes mais baixas de extrato e ao

tratamento com 100 mg/kg de BHT.

0.0054 =mm  Controle 0 mg/Kg eq. BHT
== Extrato eq. 50 mg/Kg eq. BHT
== Extrato eq. 100 mg/Kg eq. BHT
0.004- = Extrato eq. 200 mg/Kg eq. BHT a ab ab l ab
== 100 mg/Kg BHT T
5
5 0.003+
£
< a 4 ab ab
S 00024 2 a a a a a = T ab
s a a a b
0.001+
0.000-
0 2 4 6

tempo (semanas)

Figura 1: Concentracdo de malondialdeido (MDA) ao longo do tempo de
armazenamento. Letras diferentes indicam diferencas entre os tratamentos dentro de cada

semana (p < 0,05).
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Figura 2: Niveis de peroxidacao lipidica (expressos como equivalentes de MDA) em
funcdo da concentracdo de extratos equivalente a mg/kg de BHT e 100mg/kg BHT na
racao de peixe durante a 4% semana de armazenamento. Linha ponteada azul representa a
média obtida pelo tratamento com 100 mg/Kg de BHT. Linha ponteada vermelha indica
a tendéncia/ regressao linear, que mostra como os valores de MDA mudam a medida que

a concentracao de equivalentes de BHT (mg/kg) aumenta

3.2.Compostos fendlicos e atividades antioxidantes

3.2.1. Conteudo total de polifenois

Ao longo do armazenamento, os niveis de polifendis equivalente ao acido galico
diminuiram de forma semelhante entre todos os grupos analisados. Inicialmente, tanto o
grupo controle quanto os diferentes tratamentos, que incluiam concentracfes de extrato
eg. 50, 100 e 200 mg/kg equivalentes a BHT, bem como o tratamento com 100 mg/kg de
BHT, apresentaram valores semelhantes, cerca de 6 ug €q.AG/g na 12 semana (Figura 3).

No entanto, na 22 semana, foi observado uma diminuicao significativa nos niveis de
polifendis eq. De acido galico em todos os grupos, quando comparados aos valores da 12
semana. Essa tendéncia de reducdo continuou nas semanas subsequentes, com 0s niveis

de polifendis apresentando uma nova diminuicdo na 42 e 62 semana estabilizando-se em
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aproximadamente 2 pug eq.AG/g. Esses dados séo ilustrados na Figura 3, que mostra a

tendéncia continua de declinio ao longo do tempo.

8= =  Controle 0 mg/Kg eq. BHT
== Extrato eq. 50 mg/Kg eq. BHT
== Extrato eq. 100 mg/Kg eq. BHT
a 1 Extrato eq. 200 mg/Kg eq. BHT
B 64 a a a a a == 100 mg/Kg BHT
< T T
(o))
=
3 4 aa aa a
3 = @
=
g a a a a a
o
S o4 a a a a a
@)
<
0=
0 2 4 6

tempo (semanas)

Figura 3: Determinagdo dos polifenois ao longo do tempo de armazenamento. Letras

iguais indicam que ndo houve diferengas significativas (p > 0,05).

3.2.2. Atividade Sequestradora de radicais DPPH
A atividade antioxidante da racdo durante o tempo de experimento esta apresentada

na Figura 4. Tanto o controle (0 mg/kg eq. BHT) e os tratamentos com extratos e BHT
mostraram um padrdo uniforme na 12 semana com aproximadamente 8 M equivalente
de Trolox por grama de amostra (UM TE/g) em todos os grupos. Depois da 22 semana foi
observado uma diminuicédo significativa nos niveis em todos os grupos, sem qualquer
diferenga significativa entre eles, quando comparados aos valores da 1% semana entre o
controle (0 mg/kg eq. BHT) e os tratamentos com extratos e BHT. Na 22 semana, as
andlises continuaram a mostrar que as diferengas entre o controle e os tratamentos néo
foram estatisticamente significativas. Esse padréo de auséncia de diferengas significativas

persistiu até a 62 semana.
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Figura 4: Atividade antioxidante (DPPH) ao longo do tempo de armazenamento. As
barras representam as médias de cada tratamento com o desvio padrao. Letras iguais indicam

que ndo houve diferencas entre os tratamentos dentro de cada semana (p > 0,05).

3.2.3. Eliminacio de radicais ABTS
A andlise de atividade antioxidante de eliminacdo de radicais ABTS na 12 semana,

mostrou que todos os grupos apresentaram diferencas estatisticamente significativas em

comparagdo com o controle (Figura 5).
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Figura 5: Atividade antioxidante (ABTS) ao longo do tempo de armazenamento. Letras
diferentes indicam diferencas entre os tratamentos dentro de cada semana (p < 0,05)

3.3. Temperatura e umidade

A temperatura média registrada durante o periodo de estudo foi de 24,79°C, com um
desvio padrdo de 0,06, indicando uma variagcdo minima nas medi¢des de temperatura. A
umidade relativa do ar apresentou uma média de 36,88%, com um desvio padrédo de 0,24,

0 que demonstra uma leve flutuacdo nos niveis de umidade.
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4, Discussao
Os resultados do estudo indicam que, apesar da elevada suscetibilidade do 6leo e da

farinha de pescado a oxidacéo, os niveis de MDA foram baixos na 1% semana. Todos 0s
niveis ficaram dentro do valor considerado aceitavel que é menor do que 2,21 mg/kg,
estando aptos para o consumo, mesmo na dieta sem o extrato (Fan et al., 2023). Embora
0s niveis de MDA tenham aumentado ao longo do tempo, permaneceram dentro dos
limites aceitaveis até a 6% semana. Estudos anteriores demonstraram que doses elevadas
de malondialdeido (MDA) na dieta (>4,43 mg/kg) resultaram em danos significativos a
mucosa gastrica e intestinal, além de reduzirem a expresséo de genes antioxidantes, como
o fator nuclear eritréide 2 (Fan et al., 2023). Esses niveis elevados também
comprometeram as atividades enzimaticas digestivas e antioxidantes, enquanto
aumentaram a presenca de endotoxinas e o MDA no intestino. Por outro lado, doses mais
baixas de MDA (<2,21 mg/kg) ndo causaram esses efeitos adversos, sendo consideradas
seguras para o crescimento e a saude das garoupas hibridas (Fan et al., 2023). Os valores
aceitaveis de MDA para os produtos para alimentacdo humana deve ser menor que 0,036
mg/kg (Hematyar et al., 2018). 1sso pode sugerir que, no curto prazo, os lipidios presentes
nos ingredientes ainda ndo foram expostos suficientemente a condi¢cdes que promovam a
oxidacdo, como a presenca de oxigénio ou luz, o que retardaria a formacéo de radicais
livres e de produtos de oxidacdo lipidica, indicando as ra¢cdes como adequadas para a
alimentacdo animal e com ingredientes adequadamente estocados (protegidos do ar e a
luz). Além disso, a composicdo inicial das dietas, incluindo possiveis antioxidantes ja
presentes nos ingredientes, pode ter contribuido para essa estabilidade inicial (Sousa et
al., 2021). Estudos demonstram que o BHT, é eficaz em retardar a oxidac&o lipidica em
alimentos (Yehye et al., 2015). No presente estudo, a concentracdo de 100 mg/kg de BHT
apresentou diferenca significativa em relacdo ao controle e igual para o resto de
tratamentos apds a 4% semana de armazenamento. 1sso esta de acordo com a literatura, que
mostra que o BHT age como um sequestrador de radicais livres, reduzindo a formacéo de
MDA (Koltover, 2018). Os dados obtidos nesta pesquisa revelam que na 4?2 semana ha
uma correlagdo moderada (R? = 0,4918) entre concentrac¢ao de extratos equivalente mg/kg
de BHT e niveis de MDA.. Outras pesquisas mostraram uma correlacao significativa entre

a adicdo de extratos de Angelica sinensis (EAS) e a reducdo da peroxidacdo lipidica em
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racdes para peixes, indicando que os EAs atuam como antioxidantes eficazes (Li et al.,
2018).

O aumento de MDA observado na concentracdo de 200 mg/kg de extrato em relacéo
controle pode estar relacionado ao efeito pro-oxidante que alguns compostos ndo
necessariamente antioxidantes presentes no extrato apresentam em altas doses. Esse
fendmeno foi observado em outros estudos com antioxidantes naturais como vitamina C,
vitamina E, carotenoides e polifendis como flavonoides onde doses mais altas podem
promover a oxidacdo em vez de inibi-la (Rietjens et al., 2002; Salami et al., 2016).
Polifendis, sdo conhecidos por sua sensibilidade a fatores como luz, temperatura e
oxigénio, que influenciam sua estabilidade e capacidade antioxidante. Estudos mostram
que polifendis sofrem degradacdo oxidativa gerando compostos pro-oxidantes ao longo
do tempo, especialmente quando expostos a condi¢cdes ambientais adversas, como calor
ou luz UV (Yordi et al., 2012).

Por outro lado, as etapas de processamento e armazenamento de alimentos podem
causar alteracOes nas caracteristicas quimicas e estruturais dos polifendis, contribuindo
para sua instabilidade. Em baixas temperaturas (4°C), os polifendis permanecem estaveis
por um periodo prolongado devido a menor atividade da enzima fenol oxidase, o que
desacelera os processos de oxidacdo e degradacédo estrutural desses compostos (Cao et
al., 2021; Deng et al., 2018). Durante o processamento e armazenamento de alimentos, a
temperatura afeta significativamente os polifendis. Assim, um controle rigoroso da
temperatura é crucial para preservar seus niveis e estabilidade (Deng et al., 2018).

Em relacdo ao DPPH, os resultados indicam que a atividade antioxidante da racao
diminuiu significativamente ao longo do experimento. No entanto, ndo foram observadas
diferencas significativas entre as semanas de armazenamento dentro de cada tratamento.
E possivel que as quantidades de MDA presentes ndo tenham sido suficientes para causar
efeitos adversos significativos na atividade antioxidante. Além disso, a reducdo das
atividades antioxidantes pode ter sido influenciada pela temperatura. Pesquisas indicam
que a temperatura de armazenamento impacta os polifendis e a atividade antioxidante.
Em xarope de cereja, a manutengdo em baixas temperaturas (-20 °C e 4 °C) preservou as
propriedades antioxidantes e fendlicas por até 60 dias, enquanto temperaturas mais
elevadas (28 °C e 40 °C) resultaram em perdas significativas a partir de 30 dias de

armazenamento (Ouaabou et al., 2024). Comportamento semelhante, foi observado no
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puré de kiwi (Actinidia arguta), armazenado entre 5 e 45 °C e analisado em intervalos de
12 h até 72 h. A degradacéo foi mais intensa nas primeiras 12 h. A amostra mantida a 5
°C apresentou a maior estabilidade, preservando melhor tanto os compostos fenolicos
quanto a capacidade antioxidante (Kim et al., 2018).

Em relagdo ao ABTS, no primeiro dia, os tratamentos com extratos e BHT
demonstraram aumentos significativos na atividade antioxidante em relagdo ao controle
(p < 0,0001). Isso demonstrou que tanto os extratos quanto o BHT foram eficazes na
neutralizacdo dos radicais ABTS inicialmente. Esse aumento na atividade antioxidante
pode ser atribuido a acdo imediata dos compostos fendlicos e outros antioxidantes
presentes nos extratos e no BHT, que possuem alta capacidade de doacdo de elétrons,
neutralizando rapidamente os radicais livres. A diminuicdo observada de
aproximadamente 25 UM TE/g para menos de 10 uM TE/g ap6s 14 dias em todos os
grupos sugere que o0s antioxidantes, tanto do BHT quanto dos extratos, perdem atividade
ao longo do tempo, o que corrobora com estudos anteriores que demonstram a

instabilidade dos compostos antioxidantes durante o armazenamento (Kim et al., 2018).
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5. Conclusao

Os resultados deste estudo mostraram que os compostos bioativos adicionados a dieta
para aquicultura apresentaram valores intermediarios durante o armazenamento nos
tratamentos controle, extratos nos niveis de inclusdo de 50 mg/kg, 100 mg/kg eq. BHT e
BHT na concentracdo de 100 mg/kg. Nao houve diferencas significativas entre esses
grupos. A inclusdo mais alta do extrato (200 mg/kg eq. BHT) apresentou os maiores niveis
de peroxidacdo lipidica, demonstrando menor eficacia antioxidante na inibicdo da
formag¢ao de MDA. Os dados indicam que, embora os extratos ¢ 0 BHT oferecam um
aumento inicial na atividade antioxidante, esse efeito diminui ao longo das 6 semanas de

armazenamento das ragoes, nas condi¢Oes utilizadas neste estudo.
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7. Conclusao Geral

Este estudo destaca a eficacia dos compostos bioativos extraidos sob condigdes
otimas, como 44,62% de alcool, uma razdo solvente-massa de 100 mL/g, ¢ uma
temperatura de 85°C durante 120 min. Esses parametros proporcionaram um extrato com
boa atividade antioxidante e antimicrobiana, sendo as varidveis de temperatura e
concentragdo de alcool as mais influentes na recuperacao de compostos fenolicos. Esses
resultados oferecem diretrizes valiosas para o desenvolvimento de ingredientes funcionais
para industrias como a aquicultura, alimentos, farmacéutica e cosmética.

Nas ragoes, pode-se observar que, apesar do efeito inicial protetor dos extratos e
do BHT em dietas de aquicultura, inibindo a peroxidagao lipidica nos primeiros dias de
armazenamento, a eficacia antioxidante diminuiu ao longo do tempo. Observou-se que o
controle, os extratos nas concentragdes de 50 mg/kg, 100 mg/kg (equivalente de BHT) e
o BHT a 100 mg/kg apresentaram valores intermedidrios, sem diferencas significativas
entre si. J4 a concentracdo mais alta de 200 mg/kg apresentou uma tendéncia a valores
mais elevados de peroxidagdo lipidica. Os resultados indicam que ndao houve uma uma
concentragdo ideal com eficacia significativamente superior em relagdo ao controle na
oxidacdo lipidica e atividadeds antioxidantes ao longo do tempo. Esses dados indicam
que, apesar do efeito antioxidante inicial, os compostos bioativos, sejam eles naturais ou
sintéticos, perdem sua capacidade protetora ao longo do tempo, exigindo novas

estratégias para garantir sua eficacia prolongada.
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