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ATIVIDADE IMUNOMODULADORA E EFEITO ANTIOXIDANTE DA
SUPLEMENTAC}AO ALIMENTAR COM ALGA VERDE (Chlorella pyrenoidosa)
NO TEMPO DE PRATELEIRA DE FILES DE TILAPIAS DO NILO (Oreochromis

niloticus) DESAFIADAS COM Aeromonas hydrophila

RESUMO - Baseado na acdo benéfica dos antioxidantes na sadde animal, associada a
necessidade de desenvolvimento de estratégias para seguranca alimentar e para 0 manejo
sanitario da psicultura, objetivou-se avaliar a atividade imunomoduladora e efeito
antioxidante da suplementacao alimentar com alga verde (C. pyrenoidosa) no tempo de
prateleira de files de tilapias do Nilo (O. niloticus) desafiadas com A. hydrophila, por meio da
determinagdo da qualidade microbiolégica (colimetria, contagens de microrganismos
mesofilos, psicrotréficos, Staphylococcus aureus e Enterobacteriaceae), analise fisico-
quimica (colorimetria, pH, producdo de &cido tiobarbitirico) e sensorial, e avaliagdo
hematoldgica, bioquimica, exsudato inflamatério e burst respiratério. O estudo foi realizado
em dois ensaios experimentais:, primeiro utilizando 90 tildpias do Nilo (x 100 Q)
acondicionadas em 10 aquarios (n=9), suplementadas com ragéo contendo C. pyrenoidosa
por trinta dias, constituindo o seguinte tratamento PF (sem tratamento e sem in6culo de A.
hydrophila); TO (sem tratamento com C. pyrenoidosa e inoculados com A. hydrophila); T1
(tratados com 5g de C. pyrenoidosa/kg de racdo e inoculados com A. hydrophila); T2
(tratados com 10g de C. pyrenoidosa/kg e inoculados com A. hydrophila) para o estudo
imunomodulador. Segundo utilizando 84 tilapias do Nilo (+ 100 g) acondicionadas em 12
aquarios (n=7), suplementadas com rac6es contendo C. pyrenoidosa por trinta dias. Na a
avaliacdo moduladora da reacgédo inflamatoria, tilapias suplementadas com C. pyrenoidosa
apresentaram aumento de células inflamatérias no exsudato em 6h, aumento dos leucécitos
totais 24h, diminuicdo das espécies reativas de oxigénio (ROS) e aumento de creatinina 6h,
além de aumento de proteinas totais, globulinas e albumina. Enquanto no estudo de tempo
de prateleira, tilapias tratadas apresentaram diminuicdo nas contagens de microrganismos
mesofilos, psicotroficos, colimetria e enterobacterias comparados aos animais controles.
Observou-se aumento na luminosidade (L*) e (AE) nos animais tratados com 10g, e tilapias
controles apresentaram maior oxidagéo lipidica com 30 dias e aumento progressivo do pH.
Contudo, a suplementacéo com C. pyrenoidosa resultou em melhora das condi¢des dos filés
durante a vida de prateleira, bem como modulou a reacdo inflamatoéria, demonstrando o

potencial desta microalga para uso na tilapicultura.

Palavras-chave: antioxidantes, carotenoides, vida de prateleira, inflamagéo, tele6steos
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IMMUNOMODULATORY ACTIVITY AND ANTIOXIDANT EFFECT OF DIETARY
SUPPLEMENTATION WITH GREEN SEAWEED (Chlorella pyrenoidosa) IN THE
SHELF-LIFE OF NILE TILAPIA (Oreochromis niloticus) CHALLENGED WITH
Aeromonas hydrophila

ABSTRACT - Based on the beneficial action of antioxidants on animal health,
associated with the need to develop strategies for food safety and for the health
management of fish farms, the objective of this study was to evaluate the
immunomodulatory activity and antioxidant effect of food supplementation with green
algae (C. pyrenoidosa) in shelf life of Nile tilapia fillets (O. niloticus) challenged with
A. hydrophila, by determining the microbiological quality (colimetry, counts of
mesophilic and psychrotrophic microorganisms, Staphylococcus aureus and
Enterobacteriaceae), physical-chemical analysis (colorimetry, pH, thiobarbituric acid
production) and sensory, and hematological, biochemical, inflammatory exudate and
respiratory burst evaluation. The study was carried out in two experimental trials: first,
using 90 tilapia (+ 100 g) placed in 10 aquariums (n=9), supplemented with diet
containing C. pyrenoidosa for thirty days, constituting the following PF treatment (no
treatment and without A. hydrophila challenge); TO (not treated with C. pyrenoidosa
and inoculated with A. hydrophila); T1 (treated with 5g of C. pyrenoidosa/kg of feed
and inoculated with A. hydrophila); T2 (treated with 10g of C. pyrenoidosa/kg and
inoculated with A. hydrophila) for the immunomodulatory study. Second trial using 84
Nile tilapia (x 100 g) housed in 12 aquariums (n=7), supplemented with diets
containing C. pyrenoidosa for thirty days. In the modulatory assessment of the
inflammatory reaction, tilapia supplemented with C. pyrenoidosa showed an increase
in inflammatory cells in the exudate at 6h, an increase in total leukocytes at 24h, a
decrease in reactive oxygen species (ROS) and an increase in creatinine at 6h, in
addition to an increase in total proteins, globulins and albumin. While in the shelf life
study, treated tilapia showed decreased counts of mesophilic, psychotrophic,
colimetry and enterobacterial microorganisms compared to control animals. An
increase in luminosity (L*) and (AE) was observed in animals treated with 10g, and
control tilapia showed greater lipid oxidation at 30 days and progressive pH increase.
However, supplementation with C. pyrenoidosa resulted in an improvement in the
conditions of the fillets during the shelf life, as well as modulating the inflammatory
reaction, demonstrating the potential of this microalgae for use in tilapia farms.

Keywords: antioxidants, carotenoids, shelf-life, inflammation, teleosts
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Figura 1. Avaliacdo do exsudato inflamatorio. (1A). Células inflamatorias; (1B).

Macrofagos; (1C). Granuldcito; (1D). Linfécito; (1 E). Trombdcito. Médias
(9 = peixes) seguidas da mesma letra do ndo diferem pelo teste de
Kruskal e Wallis (P <0,05). As letras mailsculas comparam o0s
tratamentos em cada periodo experimental, enquanto as letras
minudsculas avaliam a evolu¢do de cada tratamento entre os periodos
experimentais. Periodo de amostragem: 0, 7, 15 e 30 dias poOs-abate
(DPS); Tratamentos: 10g — Animais estimulados com Aeromonas
hydrophila e tratados com 10g de Chlorella; 5g — Animais estimulados
estimulados com Aeromonas hydrophila e tratados com 5g de Chlorella;
Controle - Animais estimulados com Aeromonas hydrophila e néo
tratados com
(@4 o1 [0 = | - 20

Figura 2. Avaliacdo do Burst respiratorio. Médias (9 = peixes) seguidas da mesma

Figura 3.

letra do n&o diferem pelo teste de Kruskal e Wallis (P <0,05). As letras
maiusculas comparam os tratamentos em cada periodo experimental,
enquanto as letras mindsculas avaliam a evolucdo de cada tratamento
entre os periodos experimentais. Periodo de amostragem: 0, 7, 15 e 30
dias poOs-abate (DPS); Tratamentos: Padrdo Fisiologico: valores de
referéncia peixes amostrados sem nenhum estimulo; 10g — Animais
estimulados com Aeromonas hydrophila e tratados com 10g de
Chlorella; 59 — Animais estimulados estimulados com Aeromonas
hydrophila e tratados com 5g de Chlorella; Controle - Animais
estimulados com Aeromonas hydrophila e néo tratados com
CRIOTEIIA. ... e 21

Avaliacdo hematoldgica. (3A). Eritrocito; (3B). Hemoglobina; (3C).
Hematdcrito; (3D). VCM; (3E). CHCM. Médias (9 = peixes) seguidas da
mesma letra do néo diferem pelo teste de Kruskal e Wallis (P <0,05). As
letras mailsculas comparam o0s tratamentos em cada periodo
experimental, enquanto as letras mindsculas avaliam a evolugéo de cada
tratamento entre os periodos experimentais. Periodo de amostragem: 0,
7, 15 e 30 dias pos-abate (DPS); Tratamentos: Padrdo Fisiolégico:
valores de referéncia peixes amostrados sem nenhum estimulo; 10g —
Animais estimulados com Aeromonas hydrophila e tratados com 10g de
Chlorella; 5g — Animais estimulados estimulados com Aeromonas
hydrophila e tratados com 5g de Chlorella; Controle - Animais
estimulados com Aeromonas hydrophila e ndo tratados com Chlorella.

Figura 4. Avaliacdo de leucograma. (4A). Leucocitos totais; (4B). Mondcito; (4C).

Neutrdfilo; (4D). Linfécito; (4E). Trombdcito. Médias (9 = peixes)
seguidas da mesma letra do nédo diferem pelo teste de Kruskal e Wallis
(P <0,05). As letras mailsculas comparam os tratamentos em cada
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periodo experimental, enquanto as letras mindsculas avaliam a evolugéo
de cada tratamento entre os periodos experimentais. Periodo de
amostragem: 0, 7, 15 e 30 dias pds-abate (DPS); Tratamentos: Padréo
Fisiologico: valores de referéncia peixes amostrados sem nenhum
estimulo; 10g — Animais estimulados com Aeromonas hydrophila e
tratados com 10g de Chlorella; 5g — Animais estimulados estimulados
com Aeromonas hydrophila e tratados com 5g de Chlorella; Controle -
Animais estimulados com Aeromonas hydrophila e ndo tratados com
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Figura 5. Avaliacdo bioquimica sérica. (5A). Albumina; (5B). Colesterol; (5C).

Triglicerideos; (5D). Creatinina; (5E). Proteina total; (5F) globulina.
Médias (9 = peixes) seguidas da mesma letra do ndo diferem pelo teste
de Kruskal e Wallis (P <0,05). As letras mailsculas comparam o0s
tratamentos em cada periodo experimental, enquanto as letras
mindsculas avaliam a evolucdo de cada tratamento entre os periodos
experimentais. Periodo de amostragem: 0, 7, 15 e 30 dias pés-abate
(DPS); Tratamentos: Padrdo Fisioldgico: valores de referéncia peixes
amostrados sem nenhum estimulo; 10g — Animais estimulados com
Aeromonas hydrophila e tratados com 10g de Chlorella; 5g — Animais
estimulados estimulados com Aeromonas hydrophila e tratados com 5g
de Chlorella; Controle - Animais estimulados com Aeromonas hydrophila
e nao tratados com Chlorella. ..........ccccuviiiiiiiiiiiie e 26

Figura 6. Analise somatica dos 6rgdos. (6A). Peso; (6B). indice reno-somatico; (6C).

Capitulo 3

Figura 1.

indice hepatossomatico; (6D) indice esplenossomatico. Médias (9 =
peixes) seguidas da mesma letra do ndo diferem pelo teste de Kruskal e
Wallis (P <0,05). As letras mailusculas comparam o0s tratamentos em
cada periodo experimental, enquanto as letras minlUsculas avaliam a
evolucdo de cada tratamento entre os periodos experimentais. Periodo
de amostragem: 0, 7, 15 e 30 dias pés-abate (DPS); Tratamentos:
Padrdo Fisiolégico: valores de referéncia peixes amostrados sem
nenhum estimulo; 10g - Animais estimulados com Aeromonas
hydrophila e tratados com 10g de Chlorella; 5g — Animais estimulados
estimulados com Aeromonas hydrophila e tratados com 5g de Chlorella;
Controle - Animais estimulados com Aeromonas hydrophila e néo
tratados com ChIorella..........ueeeeiiiiiiiiiie e 27

Andlise Microbioldgica. (1A). Coliformes totais; (1B). Coliformes
termotolerantes; (1C). Microrganismos Mesofilos; (1D) Microrganismos
psicrotréficos; (1E) Enterobactereaceae; (1F) Staphylococcus aureus.
Médias (9 = peixes) seguidas da mesma letra do ndo diferem pelo teste
de Kruskal e Wallis (P <0,05). As letras mailusculas comparam 0s
tratamentos em cada periodo experimental, enquanto as letras
mindsculas avaliam a evolucdo de cada tratamento entre os periodos
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experimentais. Periodo de amostragem: 0, 7, 15 e 30 dias pés-abate
(DPS); Tratamentos: 10g — tratados com 10g de Chlorella; 5g —tratados
com 5g de Chlorella; Controle - ndo tratados com
CRIOTEIIA. ... e 45

Figura 2. Andlise de TBARs (Substancias reativas ao acido tiobarbittrico) e pH.
(2A). TBARSs; (2B). pH; Médias (9 = peixes) seguidas da mesma letra do
nao diferem pelo teste de Kruskal e Wallis (P <0,05). As letras
maiusculas comparam os tratamentos em cada periodo experimental,
enquanto as letras mindsculas avaliam a evolu¢éo de cada tratamento
entre os periodos experimentais. Periodo de amostragem: 0, 7, 15 e 30
dias poés-abate (DPS); Tratamentos: 10g — tratados com 10g de
Chlorella; 5g —tratados com 5g de Chlorella; Controle - n&o tratados com
(04 010} =] | = VPP 47

Figura 3.Andlise colorimétrica. (3A). Luminosidade (L*); (3B). Vermelho-verde (a*);
(3C). Amarelo-azul (b*); (3D) Croma (C*); (3E) Delta E (AE); (3F) Hue
(H%pb). Médias (9 = peixes) seguidas da mesma letra do ndo diferem pelo
teste de Kruskal e Wallis (P <0,05). As letras mailsculas comparam 0s
tratamentos em cada periodo experimental, enquanto as letras
mindsculas avaliam a evolucdo de cada tratamento entre os periodos
experimentais. Periodo de amostragem: 0, 7, 15 e 30 dias pds-abate
(DPS); Tratamentos: 10g — tratados com 10g de Chlorella; 5g —tratados
com 5g de Chiorella; Controle - n&o tratados com
CRIOTEIIA. ... e e e e e e e e e e e e e eeas 49

Figura 4. Andlise sensorial. (4A). brilho; (4B). firmeza; (4C). aparéncia; (4D) odor;.
Médias (9 = peixes) seguidas da mesma letra do ndo diferem pelo teste
de Kruskal e Wallis (P <0,05). As letras mailsculas comparam o0s
tratamentos em cada periodo experimental, enquanto as letras
mindsculas avaliam a evolucdo de cada tratamento entre os periodos
experimentais. Periodo de amostragem: 0, 7, 15 e 30 dias pds-abate
(DPS); Tratamentos: 10g — tratados com 10g de Chlorella; 5g —tratados
com 5g de Chiorella; Controle - n&o tratados com
(04 010} =1 = U ERERUPPRR 51



CAPITULO 1 - Consideracdes gerais

1. INTRODUCAO

Hoje em dia, os consumidores dos paises desenvolvidos apresentam uma
preocupacdo em manterem uma alimentacdo equilibrada e saudavel, além disso,
também procuram a seguranca e a qualidade dos alimentos consumidos. O aumento
da populacdo mundial e 0 aumento do consumo de alimentos cresce a cada ano,
causando uma preocupacao da seguranca alimentar, em termos de abastecimento e
independéncia. Nos proximos anos, estima-se que a procura por produtos de origem
animal deve aumentar.

Os alimentos séo degradados devido a fatores fisicos, quimicos e microbiol6gicos
e a multiplicacdo indesejavel de microrganismos produtores de compostos volateis,
alterando o sabor e odor, sendo detectado pelo paladar e olfato humano. Essas
caracteristicas ndo sdo desejadas pelos consumidores, causando um problema de
qualidade e ndo de seguranca clinica, pelos alimentos deteriorados ndo causarem
toxinfeccoes.

O tempo de vida de prateleira € um atributo importante usados para todos o0s
alimentos, sendo definido como o tempo transcorrido desde a producdo até o
produto se tornar inaceitavel para consumo, pode ser determinada pelas analises
microbioldgicas e quimicas de amostras dos alimentos. A carne de peixe degrada
mais rapido comparada aos outros tipos de carnes, devido a alta quantidade de
bactérias psicrotréficas, que crescem rapidamente em baixas temperaturas.

Os estudos com algas marinhas tém atraido atencdo ultimamente, devido sua
capacidade de func@es bioldgicas. A Chlorella pyrenoidosa € uma alga verde, usada
como suplemente nutricional para humanos e animais (Hongyang et al., 2011) sua
coloracdo € verde por possuirem clorofila, além disso, contem outros pigmentos
como carotenoides e diversas xantofilas (Sousa, 2021). A Chlorella foi considerada
um alimento verde saudavel, sendo aplicado como um ingrediente importante na
industria de alimentos (Shi et al., 2007). Na aquicultura a adicdo de carotendides na
alimentacdo est4 sendo uma pratica comum, o uso na dieta de peixes melhora a
carcaca e a capacidade antioxidante (Rosas, 2019).

O Brasil € o quarto maior produtor mundial de tilapia, espécie que representa 60%

da producao (Peixe BR, 2021). Neste contexto, a criagdo em cativeiro de algumas



espécies de peixes vem crescendo significativamente nos ultimos anos. Dentre
estas, destacam-se as tilapias, pois apresentam elevada precocidade e rusticidade,
além também da sua carne ser apreciada pelo consumidor (Brasil, 2014).

A maximizacdo dos recursos produtivos na aquicultura resulta em elevacédo do
adensamento populacional e consequente perda na qualidade da agua, expondo 0s
peixes as condicdes de estresse (Belo et al., 2014), resultando no aumento dos
niveis circulantes de cortisol que pode levar a perdas na qualidade do pescado e
reduzir o tempo de prateleira (Belo et al., 2012). Devido a isso, 0s agentes
etiolégicos que possivelmente ocasionam perdas as populacdes de peixes em seu
habitat natural, podem tornar-se agentes precursores de doencas de grande
importancia econémica quando submetidos as condicdes de criacdo (Belo et al.,
2012), tais como a Aeromonas hydrophila agente primario causador de lesdes
ulcerativas e septicemias hemorragicas em peixes de agua doce, acarretando em
perdas na producéo e na qualidade do pescado (Reque et al., 2010).

Os peixes, como o0s mamiferos possuem varios mecanismos de defesa
especificos e ndo-especificos contra microrganismos invasores. Esse mecanismo de
protecdo é essencial para 0s peixes, e se constitui processo controlado e
coordenado, buscando minimizar os danos teciduais e restabelecer as condi¢des
fisiolégicas normais (Kim et al., 2007). Desse modo, a reacdo inflamatéria
desenvolve papel importante na defesa do organismo, resultando no recrutamento e
acumulo de leucdcitos no sitio lesado (Belo et al., 2005; Belo et al., 2013, Castro et
al., 2014).

Partindo-se da importancia nutricional do pescado para a nutricdo humana e da
participacdo benéfica dos antioxidantes na saude animal, associado a necessidade
de desenvolvimento de estratégias para seguranca alimentar e para o manejo
sanitario de pisciultura, o presente estudo tem por objetivos avaliar o efeito
antioxidativo da C. pyrenoidosa, administrada via oral na ragédo, sobre o tempo de
prateleira de filés de tilapias do Nilo, O. niloticus, e o efeito imunomodulador da alga
sobre o mecanismo de defesa da tilapia desafiadas com A. hydrophila .

2. REVISAO DE LITERATURA

2.2. Tilapicultura no Brasil



A tilapia, no final dos anos 90, se tornou o peixe mais cultivado no Brasil, com
crescimento anual superior a 20% em 2004, responsavel por 40% do volume total da
aguicultura nacional (Zimmermann, 2004). Em 2020, o Brasil, produziu cerca de
802.930 toneladas de peixes. O pais é o quarto maior produtor mundial de tilapia,
espécie que representa 60% da producdo. Os peixes nativos, liderados pelo
tambaqui, participam com 35% e outras espécies com 5% (Peixe BR, 2021).

A piscicultura brasileira apresentou um aumento de 71% na exportacdo no 3°
trimestre de 2021, comparado com o mesmo periodo de 2020. A tilapia foi a espécie
mais exportada no trimestre, com alta de 42%, sendo o Mato Grosso do Sul o maior
exportador da espécie. As exportacdes para os Estados Unidos apresentaram um
aumento de 121% com relacdo ao segundo trimestre. Para a China apresentaram
queda de 3%, enquanto que para a Colédmbia houve aumento de 10% (Peixe BR,
2021).

A piscicultura brasileira ainda é uma atividade caracteristica de pequenas
propriedades (Zimmermann, 2004). No Brasil, as tilapias sédo criadas principalmente
em lagoas e gaiolas. Quando esses sistemas sédo inadequadamente dimensionados,
projetados e manipulados, algumas questdes ambientais podem surgir, como a alta
geracdo de efluentes, podendo levar a surtos de patégenos e altos indices de
poluicédo devido a racdes e fezes (Sousa et al, 2019).

A producéo de tilapia é de extrema importancia para a producdo mundial de
aquicultura, sendo a tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) a segunda espécie mais
cultivada no mundo e a primeira no Brasil. Isto se deve ao seu excelente
desempenho em diferentes sistemas de criacdo, sendo considerada uma espécie
rustica de rapido crescimento, excelente capacidade de adaptacdo a alimentos

inertes e boa aceitacdo no mercado. (Sousa et al, 2019).

2.3. Aeromonas hydrophila

O manejo sanitario precario propicia o surgimento de doencas causadas por
microrganismos aquaticos oportunistas, como a Aeromonas hydrophila (Marteninghe
et al, 2008). Agente habitual na piscicultura tropical, considerada cosmopolita,

podendo ser encontradas em fontes naturais de agua, no solo, em animais de agua



doce e crescendo em temperaturas que variam de 5°C a 37°C (Davis et al., 1990;
Kozinska, 2007).

A. hydrophila é um habitante comum da agua e faz parte da microbiota intestinal
de peixes saudaveis, provocando enfermidades quando o hospedeiro se encontrar
debilitado em consequéncias de alguns fatores, tais como, 0 estresse gerado por
alteracdes na qualidade da &gua e nas praticas de manejo na piscicultura intensiva,
sdo alguns dos fatores de predisposicdo que podem ocasionar surtos por essa
bactéria (Cipriano, 2001; Moraes, 2009; Yogananth et al., 2009).

Aeromonas hydrophila é uma das bactérias mais comuns envolvidas em
processos infecciosos de peixes (Escandell et al., 2017). Nos peixes de agua doce a
infeccdo por A. hydrophila geralmente inicia-se com necroses, furdnculos ou
ulceracdes no pedunculo caudal, evoluindo para descamacdes cutaneas, formando-
se lesdes ulcerativas na regido corporea e nadadeiras com exposicdo da
musculatura, a quadros tipicos de septicemia (Bharadwaj et al., 2013) causando
perdas na producao e na qualidade do pescado. Os peixes infectados normalmente
morrem entre 02 e 10 dias ap6s o inicio dos sinais clinicos, sendo a doenca
transmitida horizontalmente por meio das excretas dos peixes ou lesdes da pele
(Leira et al., 2016).

Estudos mostram que isolados de A. hydrophila possuem alta resisténcia a alguns
antibioticos usados na pratica clinica, podendo causar dificuldades no tratamento de
doencas causadas por esta bactéria (Leira et al., 2016).

Os principais fatores de viruléncia das cepas de A. hydrophila estdo relacionados
a producao de enzimas extracelulares e toxinas por esses agentes, como proteases,
citosinas, elastases, amilases, nucleases, lipases e hemolisinas, que estédo
vinculadas aos sinais clinicos de aeromonose (Kozinska, 2007; Kozinska; Pekala,
2010; Orozova et al., 2008).

2.4. Reacdo inflamatoria em peixes teledsteos

A inflamacdo é um processo que pode ser definido como a reacdo dos tecidos
vivos a agressao local. Caracteriza-se morfologicamente pela saida de liquidos e de

células do sangue para o intersticio. Este fenbmeno é parte primordial das defesas



naturais (imunidade inata e adaptativa) do individuo, além de apresentar
participacéo efetiva na reparacao tecidual (Abbas et al., 2012).

Da mesma maneira que os mamiferos, os peixes tém varios mecanismos de
defesa especificos e ndo-especificos contra microrganismos invasores, 0s quais sao
essenciais e constitui-se processo controlado e coordenado, buscando reduzir os
danos teciduais e restabelecer condicdes fisiolégicas normais (Kim et al., 2007).

Na inflamacgéo aguda ocorre vasodilatacdo, exsudacao e infiltracdo de neutrofilos.
Este processo € ativado e acrescentado por uma sucessao de fatores extracelulares
que estruturam o processo inflamatério (Adams-chapman; Stoll, 2001; Sherwood;
Toliver-kinsky, 2004) e envolvem os sistemas imunoldgico, cardiovascular, enddcrino
e nervoso (Kim; Deutschman, 2000).

A reacao inflamatdria em peixes teledsteos igualmente aos mamiferos, possuem
papel importante na defesa do organismo, ocasionando em alteracbes vasculares
locais com aumento de permeabilidade e instituichio de edema; aumento da
viscosidade sanguinea e marginacdo leucocitaria, diapedese, quimiotaxia, acimulo
de leucdcitos no foco lesado e fagocitose por células competentes que propiciam
mecanismos quimiotéticos com recrutamento e acumulo de leucdcitos no sitio lesado
(Belo et al., 2014).

De acordo com Castro et al., (2014) a inflamacdo aguda comeca imediatamente
apos a injuria tecidual e apresenta substancias originarias de metabdlitos do &cido
aracdonico, tais como, as prostaglandinas, os tromboxanos e 0s leucotrienos, que
por sua vez sao responsaveis pelas alteracdes iniciais da reacdo inflamatéria. As
protaglandinas promovem vasodilatacdo, agregacdo de plaquetas e degranulagao
celular (White, 1999). Os leucotrienos responsaveis pela quimiotaxia de células
fagocitarias e contracdo da musculatura lisa (Baumann; Gauldie, 1994). Tais
mecanismos sao fundamentais para provocar um processo de protecdo, de maneira
que os importantes componentes do sistema de defesa alcancem o local da
agressao (White, 1999). Mudangas sistémicas e metabdlicas na fase aguda
promovem uma defesa inicial ndo-especifica contra o agressor, até que uma
imunidade especifica seja adquirida (Gruys et al., 2006).

Dentre os varios eventos que ocorrem nesta fase, esta a liberagdo de citocinas,

tais como as interleucinas (IL), interferons (INF) e fator de necrose tumoral (TNF),



secretadas por células de defesa durante a resposta inflamatoria e entéo, lancadas
ao redor do foco inflamado adicionalmente na corrente sanguinea para efeitos
sistémicos, com acdo em Orgaos-alvo (Dinarello, 2000). Algumas citocinas provocam
a inflamacdo e sdo chamadas de pré-inflamatérias (IL-1B; IL-6; IL-8 e TNF-a) a
medida que outras inibem os genes das citocinas pro-inflamatérias (IL-4, IL-10 e IL-
13) sdo chamadas de anti-inflamatérias (Elluru et al., 2006). Estudo utilizando a C.
Pyrenoidosa observou a sua capacidade de reduzir os niveis séricos de TNF-q, IL-
18 e IL-6 no soro de camundongos, demonstrando uma atividade anti-inflamatéria
(Chen et al., 2014).

2.1. Chlorella pyrenoidosa

Pesquisas, atualmente, mostram que microalgas véem ganhando especial
atencdo a coleta e cultivo para serem usadas na alimentacdo humana, através do
desenvolvimento de alimentos funcionais, para obtencdo de compostos bioativos
que tem propriedades nutricionais e farmacéuticas (Teixeira et al., 2008). Existem
80% de espécies de algas na Terra, que fornecem varias substancias naturais
biologicamente ativas, incluindo medicamentos antidiabéticos, antioxidantes,
antibacterianos e antivirais para humanos (Wan et al., 2019).

O uso de antioxidantes na dieta pode ajudar na prevencédo e tratamento de varias
doencas, algumas delas sao diabetes, hipertensdo, aterosclerose, doenca
cardiovascular, doenca de Alzheimer, doenca de Parkinson e cancer (Hormozi et al,
2019). Segundo Wan et. al (2019), a alga possui varios efeitos farmacoldgicos,

Nas classes de algas verdes (Chlorophyceae) a Chlorella pyrenoidosa € uma das
principais espécies de microalgas, tendo perfil bioquimico Unico e suposta atividade
bioldgica potente (Wan et al., 2019). As microalgas crescem rapidamente, possuem
baixos custos de cultivo e sdo ricas em proteinas, gorduras poli-insaturadas,
polissacarideos (Chen et al., 2019), B-caroteno e clorofilas (Wan et al., 2019),
importantes para dieta humana e animal (Teixeira et al., 2008).

Nas producfes da aquicultura a adicdo de carotenoides a dieta € uma pratica
comum, visto que a presenca de cor na pele e no filé do pescado € um atributo
desejavel para o consumidor e um indicador de qualidade. O uso de carotenois na

alimentacdo animal oferece beneficios para a saude, como melhorar o sistema



imunolégico e possuir propriedades antioxidantes que neutralizam os radicais livres

resultantes do estresse oxidativo (Rosas et al, 2019).

2.5. Shelf-life

O tempo de prateleira € uma funcdo do tempo, fatores ambientais e
suscetibilidade que o produto sofre mudando sua qualidade. A deterioracdo que
ocorre nos produtos alimenticios € devida a alteracdes fisicas, quimicas e biologicas,
podendo comprometer a qualidade nutricional, microbiolégica ou sensorial do
alimento (Giménez, 2012).

Qualidade dos alimentos é questdo de grande importancia, pois se refere a
particularidades que tornam os alimentos aceitdveis para os consumidores. O
pescado por ser mais sensivel e perecivel comparado com outros produtos de
origem animal (Amaral et al, 2013), devido a sua complexidade microbiolégica.
(Tsironi et al, 2019), € mais avaliado pelos consumidores (Amaral et al, 2013).

Ao longo do processo de deterioracdo, o pescado apresenta sinais de alteracoes,
como aromas e sabores desagradaveis, formacdo de muco, producdo de gas,
coloracdo anormal, alteracdes na textura, isto se deve a devido a autdlise, oxidagéo,
atividade bacteriana ou ainda pela combinacdo desses processos, interferindo
diretamente no prazo de validade. O principal método para avaliacdo da qualidade
do peixe fresco é a sensorial, sendo a principal forma de avaliar o frescor do
pescado (Amaral, 2013).

No pescado fresco a qualidade pode ser influenciada diretamente pelas condic6es
higiénicas dos manipuladores e armazenamento, pelas superficies (bancadas e
mesas) e utensilios ndo higienizados (facas) (Lima et al, 2014). O pescado possui
bastante proteina e alto teor de umidade na sua carne (cerca de 70%), sendo uma
excelente fonte para o desenvolvimento e multiplicacdo de microrganismos (Lima et
al, 2014).
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CAPITULO 2 - Atividade imunomoduladora através da suplementacdo com
Chlorella pyrenoidosa em tildpia do Nilo (Oreochromis niloticus) desafiadas

com Aeromonas hydrophila

Leticia Franchin Rodrigues?, Mayumi Fernanda Aracati' Susana Luporini de Oliveiral, Camila Carlino
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RESUMO - Chlorella pyrenoidosa € uma das principais espécies de microalgas das
classes de algas verdes e a adicdo na dieta é uma pratica comum na aquicultura.
Aeromonas hydrophila faz parte da microbiota intestinal de peixes saudaveis, se
tornando oportunista quando o hospedeiro se encontrar debilitado. Partindo-se da
importancia da aeromonose para 0 manejo sanitario da piscicultura e da importancia
da reacdo inflamatdria na resposta de defesa dos peixes teledsteo, o presente
estudo tem por objetivo avaliar o efeito imunomodulador da C. pyrenoidosa,
administrada via oral na racdo em tildpias do Nilo (Oreochromis niloticus) sobre o
mecanismo de defesa da tilapia desafiadas com A. hydrophila, por meio de analise
hematoldgica, bioquimica, avaliacdo do exsudato inflamatério e burst respiratorio.
Para o estudo foram utilizadas 90 tilapias do Nilo (+ 100 g) sendo acondicionadas
aleatoriamente em 10 aquarios (n=9), com capacidade de 100L de agua cada. Apos
aclimatacdo, racdes contendo C. pyrenoidosa foram ministradas por trinta dias
previamente as analises, constituindo o seguinte tratamento PF (sem tratamento e
sem inéculo de A. hydrophila); TO (sem tratamento com C. pyrenoidosa e inoculados
com A. hydrophila); T1 (tratados com 5g de C. pyrenoidosa/kg de ragao e inoculados
com A. hydrophila); T2 (tratados com 10g de C. pyrenoidosa/kg e inoculados com A.
hydrophila). Amostras de sangue foram coletados 6, 24 e 48 horas pés-inoculagao
para coleta do exsudato presente na bexiga natatéria e amostras de sangue para
determinacdo hematoldgica, espécies reativas de oxigénio (ROS), bioquimicos
séricos e analise somatica dos 6rgaos. Tilapias suplementadas com C. pyrenoidosa
apresentaram aumento de células inflamatorias totais no exsudato em 6h,
diminuicdo do ROS, aumento dos leucdcitos totais 24H, aumento de creatinina 6h e
diminuicdo com 24h, aumento de proteinas totais, globulina, albumina e n&o
apresentaram diferenca estatistica na avaliacdo somatica dos oOrgaos, sugerindo
entdo, que a C. pyrenoidosa possa ter auxiliado na reagéo inflamatoria de tilapias do
Nilo, além disso a inibicdo significativa de mediadores inflamatorios e citocinas
atravées de Chlorella sugere que essa microalga seja uma fonte potencial de
desenvolvimento de agentes antiinflamatorios, sendo uma boa alternativa para os
antiinflamatérios convencionais.

Palavra-chave: antioxidantes, carotenoides, ciclideos, inflamac¢ao aguda, “shelf life”,
teledsteo
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1. INTRODUCAO

O Brasil tem um grande potencial para o desenvolvimento da aquicultura,
possuindo clima extremamente favoravel, mao-de-obra abundante e crescente
demanda por pescado no mercado interno (Brasil, 2014). Neste contexto, a criacdo
em cativeiro de algumas espécies de peixes vem crescendo significativamente nos
altimos anos. Destacando a tilapia, por apresentarem elevada precocidade,
rusticidade e sua carne ser altamente apreciada pelo consumidor (Brasil, 2014). A
tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) € um dos peixes teledsteos de agua doce mais
estudados e utilizados na aquicultura brasileira (MPA, 2011).

A elevacdo do adensamento populacional na aquicultura, causa perda na
qualidade da agua, expondo os peixes as condi¢cbes de estresse (Belo et al., 2014),
ocasionando aumento dos niveis circulantes de cortisol (Belo et al., 2012). Essa
condicdo de estresse é um dos fatores de predisposicdo que podem ocasionar
surtos por bactérias, outro fator, sdo préaticas inadequadas de manejo na piscicultura
(Cipriano, 2001; Moraes, 2009; Yogananth et al., 2009).

Os agentes etiolégicos que possivelmente ocasionam perdas as populacdes de
peixes em seu habitat natural, podem tornar-se causador de doencas de grande
importancia econémica quando submetidos as condi¢cdes de criacdo (Belo et al.,
2012), como a Aeromonas hydrophila (Reque et al., 2010).

A. hydrophila é um habitante comum da agua e faz parte da microbiota intestinal
de peixes saudaveis, provocando enfermidades quando o hospedeiro se encontrar
debilitado, causando surtos (Cipriano, 2001; Moraes, 2009; Yogananth et al., 2009).
Este patdgeno sao causadores de lesdes ulcerativas e septicemias hemorragicas em
peixes, acarretando em perdas na producéo (Reque et al., 2010).

Os peixes, como o0s mamiferos possuem varios mecanismos de defesa
especificos e nao-especificos contra organismos invasores. Este mecanismo de
protecdo € essencial para 0s peixes, e constitui-se processo controlado e
coordenado, buscando minimizar os danos teciduais e restabelecer condicoes
fisiologicas normais (Kim et al., 2007). Desse modo, a reacdo inflamatéria
desenvolve papel importante na defesa do organismo, resultando no recrutamento e
acumulo de leucdcitos no sitio lesado (Belo et al., 2005; Belo et al., 2013, Castro et
al., 2014).
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Partindo-se da importdncia da aeromonose para 0 manejo sanitario de
piscicultura e da importancia da reacdo inflamatoria na resposta de defesa dos
peixes teledsteos, 0 presente estudo teve por objetivo avaliar o efeito
imunomodulador da Chlorella pyrenoidosa, administrada via oral na ragdo em tilapias
do Nilo, Oreochromis niloticus, sobre o mecanismo de defesa da tilapia desafiadas

com Aeromonas hydrophila.

2. MATERIAL E METODOS

Todos os procedimentos experimentais envolvendo animais foram aprovados
pela Comissdo de ética no uso de animais (CEUA) da Faculdade de Ciéncias
Agréarias e Veterinaria, UNESP/FCAV — Campus de Jaboticabal, Sdo Paulo, Brasil
sob o protocolo numero 3423/20. Inicialmente foi realizado avaliacdo da atividade
moduladora da alga verde Chlorella durante reacdo inflamatoria em tilapias

(Oreochromis niloticus) desafiadas com Aeromonas hydrophila.

2.1. Animais e condicionamento

Para o estudo foram utilizadas 90 tilapias do Nilo (x 100 g) (Oreochromis niloticus)
(£ 100g) oriundas da mesma desova, acondicionadas em 10 aquarios (n=9), com
capacidade de 100L de agua cada, abastecidos com agua corrente desprovida de
cloro, proveniente de poco artesiano, com vazao de 1 L/min. Apos o transporte para
0s aquarios, os peixes foram aclimatados durante 15 dias para a concentracao
plasmética de cortisol e osmolaridade voltem aos niveis basais. Nos primeiros trés
dias de aclimatacdo, os animais foram submetidos a banhos em solucédo de NaCl na
concentracdo de 6,0g/L (Carneiro e Urbinati, 2001). Receberam racdo comercial
peletizada (32% de proteina bruta), constituindo a dieta basal. O arracoamento dos
animais foi feito trés vezes ao dia, correspondendo a 2% da biomassa dos aquarios.
A qualidade da agua foi monitorada nos momentos da alimentagdo durante todo
periodo experimental, utilizando pHmetro YSI-63 e oximetro YSI-55, e seus valores
permaneceram dentro da faixa apropriada para o bem-estar dos peixes tropicais
(Boyd, 1990) (dissolvido oxigénio = 4,07 + 0,89 mg L; temperatura = 27,64 +
2,05°C; pH = 7,64 £ 0,54; e condutividade = 208,29 + 97,57uS/cm).
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2.2. Dieta Experimental

A composicdo da dieta basal seguiu as exigéncias para tilapias, estabelecidas no
NRC, através da utilizacdo de racdo comercial peletizada (LAGUNA® - contendo
32% de proteina bruta, 7%, extrato etéreo, 5% de fibra bruta e 12% de matéria
mineral). O arragcoamento dos animais foi feito trés vezes ao dia, sendo 8:00 horas,
13:00h e 18:00h, correspondendo a 2% da biomassa dos aquarios.

Para a padronizacédo da dieta experimental contendo a Chlorella pyrenoidosa, foi
adicionado a racdo comercial 5 e 10 g/Kg de racdo, seguindo o estudo de
Abdulrahman et al. (2014).

Para o preparo das dietas, a racdo foi pesada na propor¢cdo do peso médio da
tilapia de cada tanque e adicionado 2% de Oleo vegetal mais as respectivas
quantidades de Chlorella (5 e 10g/kg) e armazenadas em sacos plasticos escuro
mantidos a 9°C para uso durante o periodo experimental de um més previamente ao
abate dos animais. A dieta dos animais controle sem Chlorella foi misturada com 2%

de 6leo vegetal para manter a padronizacédo do equilibrio nutricional.

2.3. Delineamento experimental

Todo o delineamento e andlises foram realizados na Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Veterinaria, UNESP/FCAV — Campus de Jaboticabal, Sdo Paulo, Brasil,
departamento de Medicina Veterinaria Preventiva.

As tilapias foram distribuidas aleatoriamente em 10 aquarios (100 L de agua,
n=9) para compor 0s seguintes tratamentos: padrao fisiolégico (sem tratamento e
sem inoculo de Aeromonas hydrophila); TO (sem tratamento com Chlorella
pyrenoidosa e inoculados com Aeromonas hydrophila); T1 (tratados com 5g de
Chlorella pyrenoidosa/kg de ragdo e inoculados com Aeromonas hydrophila); T2
(tratados com 10g de Chlorella pyrenoidosa/kg e inoculados com Aeromonas
hydrophila).

Ap6s um més de suplementacdo com C. pyrenoidosa, 0s animais foram
estimulados com inéculo de bacterina Aeromonas hydrophila administrado na bexiga
natatoria, exceto o padrao fisiolégico. Foram avaliados 9 animais por tratamento em

trés periodos: 6, 24 e 48 horas pos-inoculagéo (HPI) (Tabela 1).
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Tabela 1. Distribuicdo da tildpias nos diferentes tratamentos para estudos da
inflamacao aguda.

HPI (Horas pos-

Grupos Tratamentos! inoculagéo?)
6 24 48
TO Inoculado e néo tratado com Chlorella N=9 N=9 N=9
T1 Inoculado e tratado com 5g de Chlorella N=9 N=9 N=9
T2 Inoculado e tratado com 10g de Chlorella N=9 N=9 N=9
Padrao Fisioldgico (PF) N=9

1TO (controle) — inoculado e nao tratado; T1 — inoculado e tratado com 5g; T2 — inoculado e tratado
com 10g e Padréo fisiolégico (PF) - valores de referéncia.
Inoculacdo da bacterina de Aeromonas hydrophila na bexiga natatéria das tilapias

2.4. Anestesia

As tilapias foram anestesiadas por imersdo em solucdo aquosa de benzocaina na
proporcao de 1:10.000 para inoculagdo das bacterinas de Aeromonas hydrophila na
bexiga natatoria de cada animal. A benzocaina foi diluida em &lcool 98° (0,1g/mL),
completando o volume para 1L (Wedemeyer, 1980). Apés o manejo experimental, 0s
animais foram recolocados em seus respectivos aquarios com fluxo continuo de
agua e aeracao. Para eutanasia, os animais foram insensibilizados no gelo esteril e

em seguida foi realizada a descerebracao do tronco encefélico.

2.5. Producédo dos in6culos de bacterina de Aeromonas hydrophila

Isolados de A. hydrophila foram fornecidas pelo LAPOA (Laboratério de
Patologia de Organismos Agquaticos), CAUNESP. O in6culo foi obtido por
centrifugacéo (4000 rpm, 4°C, por 20 minutos), apés trés lavagens sucessivas com
solucdo de PBS estéril (pH 7,4) para retirada completa do meio de cultura e entédo
ressuspendida em 100 mL de PBS. A concentragdo da bacterina foi ajustada para
1,5 x 10° células mL1.

Para inativacdo adicionou-se 0,5% de formol (volume/volume) a suspensao
bacteriana, que permaneceu em agitacdo constante a temperatura ambiente, em

seguida, mantida a 4°C, durante 24 horas.
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2.6. Inoculacédo experimental de bacterinas de A. hydrophila

Foram avaliados nove animais por tratamento em trés periodos, isto €: seis, 24 e
48 horas apoés inoculacdo da bacterina de Aeromonas hydrophila. Foram feitas as
devidas antissepsia com alcool antes do procedimento e posteriormente foi retirado
algumas escamas de cada animal para facilitar a administracdo do inéculo da
bacterina. Logo em seguida, foi administrado 0,5mL do inéculo na bexiga natatoria
da tildpia com material estéril.

2.7. Avaliacdo do exsudato inflamatdrio na bexiga natatéria

Para a avaliacdo do acumulo de células totais, ao término dos tempos pré-
estabelecidos de 6, 24, 48 horas ap0s o desafio, os animais foram dissecados apos
anestesia profunda em hipotermia seguida de descerebracdo do tronco encefalico.
Primeiramente foi realizado um corte longitudinal ventral do anus ao opérculo; outro
do anus até a cabeca seguindo a linha lateral e um terceiro passando pela nadadeira
peitoral dando acesso a bexiga natatéria. Em seguida, esta foi lavada
cuidadosamente com 1 ml de solugéo gelada de PBS, contendo EDTA a 0,09%. O
mesmo volume injetado foi coletado com o auxilio de micropipeta monocanal (100 a
1000ul), e transferido para eppendorf mantidos em gelo. A solu¢cdo PBS-EDTA-
exsudato foi centrifugada a 1000 rpm, por cinco minutos, em centrifuga clinica. O
sobrenadante foi retirado e o sedimento total ressuspendido com adi¢do de 100 pL
do sobrenadante previamente retirado e uma aliquota desse volume transferida para
camara de Neubauer para contagem das células inflamatorias totais em microscopia
de luz, conforme descrito por Belo et al. (2013). Para a contagem diferencial de
trombdcitos, linfécitos, macréfagos e granulécitos foi colocada uma gota deste
exsudato sobre lamina histoldgica, juntamente com uma gota de soro de tilapia,
extraida no dia anterior e mantidos refrigerados. Apos homogeneizacao, foi feita a
extensdo do exsudato, a lamina deixada secar em temperatura ambiente para
posterior fixagdo em alcool, por um minuto. Depois de secas, foram coradas
pancromicamente com corante May-Grunwald-Giemsa-Wrigth (Belo et al., 2013)
para contagem em microscopia de luz de até 200 células dentre os diferentes tipos

acumulados no foco inflamatoério.
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2.8. Avaliacdo hematologica

Nove peixes por tratamento (um aquario para cada tratamento) foram
anestesiados para obter dois mL de amostras de sangue através do vaso caudal 6,
24 e 48 horas poés-inoculacao (HPI), que foram aliquotadas em dois conjuntos: um
usando seringa revestida com heparina (5000 Ul) e outra sem anticoagulante para
obtencdo de amostras de plasma e soro, respectivamente. O hemograma foi
realizado em hemocitbmetro (camara de Neubauer) e solucdo de Natt e Herrick
(1952) (relacdo 1:100 v:v). Foram realizadas a determinacdo do percentual de
hematdcrito em microcentrifuga e da quantidade de hemoglobina circulante com
reagente de Drabkin’s para leitura em comprimento de onda de 540nm e os valores
de volume corpuscular médio (VCM) foram obtidos pelo calculo VCM =
(HT/Eritrocito)*10 e concentracdo hemoglobina corpuscular média (CHCM) pelo
calculo CHCM = (HG/HT)*100. A contagem diferencial de leucdcitos foi realizada em
extensf@es sanguineas com a contagem de 200 células, estabelecendo o percentual
de cada tipo celular de interesse, apOs coloracdo prévia das extensfées com May-
Grunwald-Giemsa-Wrigth (Belo et al., 2013).

2.9. Avaliacédo da atividade respiratdria dos leucécitos (burst respiratorio)

O sangue coletado para as andlises hematolégicas e bioquimicas também foi
utilizado para a analise da atividade respiratdria dos leucécitos (burst respiratorio),
segundo protocolo de Anderson e Siwichi (1995). O método consistiu em determinar
as espécies reativas de oxigénio (ROS) produzidas pelo burst respiratério por meio
do ensaio calorimétrico baseado na reducdo do corante Nitroblue Tetrazolium (NBT)
que formam granulos de formazan, que sdo precipitados de material insoluvel e
apresentam coloracdo escuro no interior dos fagocitos. Uma aliquota de 0,1 mL de
sangue heparinizado foi colocada em tubos com 0,1mL de NBT (Sigma, St. Louis,
MO, USA). A solucéo foi homogeneizada e incubada por 30 min em 25°C. Apos esse
periodo, 50 pL da suspenséo formada colocada em tubos de ensaio com 1 mL de
n,n-dimetil-formamida (DMF, Sigma, St. Louis, MO, USA) e centrifugado a 3000 rpm
por 5 min. O DMF produz a lise da parede celular dos granulos de formazan e assim
libera na solucdo o corante NBT reduzido. A densidade Optica da solugédo foi
determinada em espectro em comprimento de onda de 540 nm (Sahoo et al., 2005).
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2.10. Avaliacédo do bioquimico sérico

Amostras de sangue colhidas sem anticoagulante foram centrifugadas a 5000
rpm por cinco minutos para obtencdo de soro. O estudo do bioquimico sérico de
albumina, creatinina, proteinas totais, colesterol e triglicerideos foram determinadas
enzimatica e colorimetrimente em analisador bioquimico semi-automatico (Modelo

LabQuest — Bioplus).

2.11. Avaliacdo somatica dos 6rgéaos

Para avaliacdo somatica dos 6rgdos todos os animais foram pesados. Apos
serem eutanasiados, foram dessecados e retirado figado, baco e rim. Todos os

orgéos foram pesados.

2.12. Andlise estatistica

As diferencas entre os tratamentos (10g, 5g e controle) e o tempo (6, 24 e 48
horas) foram determinadas por meio do teste ndo paramétrico de Kruskal e Wallis
(1952) com o software GraphPad Prism versdo 9.0. As diferencas foram

consideradas significativas quando p <0.05.

3. RESULTADOS

3.1. Resultado dainflamacéo

3.1.1. Andlise do exsudato inflamatério

Na avaliacdo das células inflamatorias presentes no exsudato (Figura 1)
notou-se superioridade significativa das células inflamatdrias totais associados ao
aumento na contagem diferencial de linfocitos nos grupos dos animais tratados com
a Chlorella (10 e 5g) quando comparados aos animais controles. Embora néo tenha
diferenca significativa na contagem diferencial de macréfago e granulécitos
observou-se perfil semelhante, sendo seus maiores valores nos animais submetidos

a ambos os tratamentos com a alga em relagéo ao grupo controle.
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Ao longo do tempo os animais submetidos ao tratamento com 5g de Chrorella

e grupo controle apresentaram aumento progressivo de células inflamatoérias totais,

linfocitos e trombdcitos.
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Figura 1. Avaliacdo do exsudato inflamatorio. (1A). Células inflamatorias; (1B).
Macrofagos; (1C). Granulocito; (1D). Linfocito; (1 E). Trombocito. Médias
(9 = peixes) seguidas da mesma letra do ndo diferem pelo teste de
Kruskal e Wallis (P <0,05). As letras mailsculas comparam o0s

tratamentos em cada periodo experimental,

enquanto as letras

minusculas avaliam a evolucdo de cada tratamento entre os periodos
experimentais. Periodo de amostragem: 0, 7, 15 e 30 dias p6s-abate
(DPA); Tratamentos: 10g — Animais estimulados com Aeromonas
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hydrophila e tratados com 10g de Chlorella; 5g — Animais estimulados
com Aeromonas hydrophila e tratados com 5g de Chlorella; Controle -
Animais estimulados com Aeromonas hydrophila e néo tratados com
Chilorella.

3.1.2. Burst respiratoério

As andlises de producédo de reativos de oxigénio (ROS) (Figura 2) apresentou
diminuicdo significativa em animais submetidos a ambos os tratamentos com
Chlorella (10 e 5g) em 24 e 48 HPI quando comparados ao grupo controle. Ao longo
do processo inflamatdrio, foi observado aumento progressivo nos animais tratados

com 5mg do antioxidante.
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Figura 2. Avaliacdo do Burst respiratério. Médias (9 = peixes) seguidas da mesma
letra do ndo diferem pelo teste de Kruskal e Wallis (P <0,05). As letras
mailsculas comparam os tratamentos em cada periodo experimental,
engquanto as letras minudsculas avaliam a evolucdo de cada tratamento
entre os periodos experimentais. Periodo de amostragem: 0, 7, 15 e 30
dias pés-abate (DPA); Tratamentos: Padrdo Fisiol6gico: valores de
referéncia peixes amostrados sem nenhum estimulo; 10g — Animais
estimulados com Aeromonas hydrophila e tratados com 10g de
Chlorella; 59 — Animais estimulados estimulados com Aeromonas
hydrophila e tratados com 5g de Chlorella; Controle - Animais
estimulados com Aeromonas hydrophila e néo tratados com Chlorella.

3.1.3. Analise hematoldgica
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Na fase inicial do processo inflamatorio foi observado que os animais
submetidos a estimulo inflamatério apresentaram anemia macrocitica hipercrémica
(Figura 3), ou seja, diminuicdo da contagem de eritrécitos associado ao aumento de
hemoglobina, hematocrito, VCM e CHCM, quando comparados aos animais do
padrao fisiolégico.

Entretanto, ao longo do processo inflamatério houve recuperacdo dos valores
de eritrocitos em todos 0s grupos.
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Figura 3. Avaliacdo hematoldgica. (3A). Eritrécito; (3B). Hemoglobina; (3C).
Hematocrito; (3D). VCM; (3E). CHCM. Médias (9 = peixes) seguidas da
mesma letra do ndo diferem pelo teste de Kruskal e Wallis (P <0,05). As
letras mailsculas comparam o0s tratamentos em cada periodo
experimental, enquanto as letras minusculas avaliam a evolucéo de cada
tratamento entre os periodos experimentais. Periodo de amostragem: O,
7, 15 e 30 dias poés-abate (DPA); Tratamentos: Padrdo Fisioldgico:
valores de referéncia peixes amostrados sem nenhum estimulo; 10g —
Animais estimulados com Aeromonas hydrophila e tratados com 10g de
Chlorella; 59 — Animais estimulados estimulados com Aeromonas
hydrophila e tratados com 5g de Chlorella; Controle - Animais
estimulados com Aeromonas hydrophila e néo tratados com Chlorella.

Os resultados observados no leucograma (Figura 4) das tilapias durante
aerocistite mostrou que animais submetidos a ambos os tratamentos (10 e 5q)
obtiveram leucocitose devido a linfocitose e trombocitose em comparagdo ao
controle em 24HPI.

Embora ndo foi observado diferenca estatistica significativa na contagem de
monaocitos e neutrofilos, pode-se observar que a contagem diferencial nos animais
submetidos ao estimulo inflamatério foram superiores ao padréo fisiologico.

De modo geral, foi observado pico das células de defesa em 24h em todos os
grupos, entretanto observou-se recuperacdo dos valores diferenciais nos animais
submetidos a ambos os tratamentos (10 e 5g) em 48HPI diferentemente do grupo

controle que manteve seus valores aumentados.
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Figura 4. Avaliacdo de leucograma. (4A). Leucdcitos totais; (4B). Mondécito; (4C).

Neutréfilo; (4D). Linfécito; (4E). Trombdcito. Médias (9 = peixes)
seguidas da mesma letra do ndo diferem pelo teste de Kruskal e Wallis
(P <0,05). As letras mailusculas comparam os tratamentos em cada
periodo experimental, enquanto as letras minasculas avaliam a evolugéo
de cada tratamento entre os periodos experimentais. Periodo de
amostragem: 0, 7, 15 e 30 dias pés-abate (DPA); Tratamentos: Padréao
Fisiologico: valores de referéncia peixes amostrados sem nenhum
estimulo; 10g — Animais estimulados com Aeromonas hydrophila e
tratados com 10g de Chlorella; 5g — Animais estimulados estimulados
com Aeromonas hydrophila e tratados com 5g de Chlorella; Controle -
Animais estimulados com Aeromonas hydrophila e ndo tratados com
Chlorella.
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3.1.4. Avaliacao bioguimico sérico

Determinacdo bioquimica sérica de creatinina (Figura 5) nos animais tratados
com ambas as doses de Chlorella (10 e 5g) apresentaram aumento significativo
6HPlI em comparacdo ao grupo controle. Em contrapartida, em 24HPI houve
diminuicdo no nivel sérico de creatinina nos grupos tratados e aumento no grupo
controle.

As determinacgfes circulantes de proteina total e globulina apresentaram-se
elevadas nos animais tratados (10 e 5g) em 6 e 24HPI quando comparado aos
animais controles. Foi possivel observar também um aumento nos valores de
albumina 6HPI.

Ao longo do tempo os niveis séricos de colesterol e proteina total dos animais
controle apresentaram aumento em 24 e 48HPI. Os animais submetidos ao
tratamento com 10g de Chlorella apresentaram pico dos niveis de triglicerideos em
24HPI. Os valores séricos de creatinina dos animais tratados com 5g comecaram a

reduzir a partir de 24HPI.
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Figura 5. Avaliacdo bioquimica sérica. (5A). Albumina; (5B). Colesterol;
Triglicerideos; (5D). Creatinina; (5E). Proteina total;

(50).
(5F) globulina.

Médias (9 = peixes) seguidas da mesma letra do nao diferem pelo teste
de Kruskal e Wallis (P <0,05). As letras mailsculas comparam os

tratamentos em cada periodo experimental,

enquanto as letras

minusculas avaliam a evolucdo de cada tratamento entre os periodos
experimentais. Periodo de amostragem: 0, 7, 15 e 30 dias p6s-abate
(DPA); Tratamentos: Padrdo Fisiologico: valores de referéncia peixes
amostrados sem nenhum estimulo; 10g — Animais estimulados com
Aeromonas hydrophila e tratados com 10g de Chlorella; 5g — Animais
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estimulados estimulados com Aeromonas hydrophila e tratados com 5g
de Chlorella; Controle - Animais estimulados com Aeromonas hydrophila
e nao tratados com Chlorella.

3.1.5. Analise somatica dos 6rgaos

A avaliacdo de peso dos animais assim como a analise somética de baco,
figado e rim, ndo apresentaram diferenca significativa entre os diferentes

tratamentos (Figura 6).
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Figura 6. Analise somatica dos 6rgdos. (6A). Peso; (6B). indice reno-somatico; (6C).
indice hepatossomatico; (6D) indice esplenossomatico. Médias (9 =
peixes) seguidas da mesma letra do ndo diferem pelo teste de Kruskal e
Wallis (P <0,05). As letras mailusculas comparam o0s tratamentos em
cada periodo experimental, enquanto as letras minusculas avaliam a
evolucdo de cada tratamento entre os periodos experimentais. Periodo
de amostragem: 0, 7, 15 e 30 dias pos-abate (DPA); Tratamentos:
Padrdo Fisiolégico: valores de referéncia peixes amostrados sem
nenhum estimulo; 10g - Animais estimulados com Aeromonas
hydrophila e tratados com 10g de Chlorella; 5g — Animais estimulados
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estimulados com Aeromonas hydrophila e tratados com 5g de Chlorella;
Controle - Animais estimulados com Aeromonas hydrophila e né&o
tratados com Chlorella.

4. DISCUSSAO

A avaliagdo do acumulo celular na aerocistite revelou elevadas contagens de
células inflamatdrias totais e linfGcitos nos animais tratados com Chlorella (10 e 59),
guando comparadas aos animais controles, corroborando com os dados de Reque
et al., (2010), na qual estimulou inflamacdo por aerocistite com A. hydrophila e
submeteu ao tratamento suplementar com Saccharomyces cerevisiae € com iSSO
obteve-se resultados semelhantes, indicando diminuicdo da intensidade da resposta
com o passar do tempo nos animais controle, podendo estar relacionado a acao de
mecanismos de controle endécrino da resposta inflamatéria. Os elevados niveis de
acumulo celular nos animais submetidos ao tratamento com Chlorella no presente
estudo, se justifica ao aumento da resisténcia ao desafio, na qual pode ser uma
consequéncia do aumento da atividade fagocitica (Reque et al., 2010), levando ao
maior recrutamento de células de defesa para a area lesada, contribuindo para uma
maior resisténcia as infeccdes. Ademais, o lipopolissacarideos presentes nas
bactérias e as citocinas pré-inflamatérias ativam a célula do sistema imune para
regular os estados inflamatérios (Sibi, G., & Rabina, S., 2016).

As espécies reativas de oxigénio (ROS) séo considerados subprodutos de
processos oxidativos celulares normais. Além disso, 0s niveis de ROS podem
aumentar dramaticamente no estresse ambiental ou presenca de patdégenos
(Kubatka et al., 2015). Isto justifica o ocorrido no presente estudo, pois a producao
de ROS aumentou significativamente em animais controles 24 e 48H apos estimulo
com Aeromonas hydrophila, quando comparado aos animais tratados com Chlorella.
Charlie-Silva et al., (2019) observou durante a reacdo inflamatoria por A. hydrophila
aumento significativo na producéo de espécies reativas de oxigénio em comparagao
ao grupo controle. Estudos realizados por Sibi (2015), mostrou que extratos de
Chlorella apresentam atividade inibitéria de ROS, reduzindo significativamente a
producdo do mesmo e consequentemente amenizando os danos celulares durante a

inflamac&do. Uma vez que o estresse oxidativo e a inflamagdo séo dois fatores
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interligados na patogénese de varias doencas, algas como a Chlorela possuem
efeitos antiinflamatorios que podem ser mediados pela supressdo do stresse
oxidativo (Abu-Serie et al., 2018)

Os exames hematoldgicos e bioquimicos sdo parametros fundamentais usados
como parte da avaliacdo da saude dos peixes (Oliveira et al., 2021 e Aracati, 2021) e
alguns fatores podem influenciar esses parametros, tais como, condi¢cdes
ambientais, saude, idade, espécie, maturidade sexual e estado nutricional (Khanl et
al. 2017). Foi possivel observar reducdo na contagem de eritrécito, associado ao
aumento de hemoglobina, hematocrito, VCM e CHCM em todos 0s grupos quando
comparados aos peixes do padrao fisiologico. Tais resultados sdo semelhantes ao
de Abdulrahman (2014) que avaliou a Spirulina spp como suplemento alimentar em
alevinos de carpa, observando aumento de eritrocitos, hemoglobina e hematdcrito. O
mesmo autor relata que esses resultados podem ser devido ao aumento da
producdo de eritropoietina, a liberacdo de novos eritrécitos no sangue e a
estabilidade eritrocitica (Abdulrahman, 2014).

De acordo com Khani et al. (2017), a hemoglobina e o hematdcrito,
fisiologicamente, sdo essenciais para a sobrevivéncia dos peixes, estando
relacionadas a capacidade de ligagdo do oxigénio no sangue. Em contrapartida,
resultados diferentes foram observados por Khani et al. (2017), onde os niveis de
hemoglobina e hematdcrito foram maiores em peixes alimentados com C. vulgaris
dietético do que com a dieta controle.

A contagem de eritrocito € usada frequentemente para avaliar possiveis casos
de efeitos colaterais indesejaveis, como € o0 caso da anemia, provocados por
imunoestimulante administrado em racao suplementada (Khani et al., 2017).

De acordo com os resultados, possivelmente a suplementacdo com Chlorella
desempenha papel fundamental na estimulacdo do estado imunolégico dos peixes,
tornando os peixes mais resistentes a condicdes ambientais inadequadas e a surtos
de doencas infecciosas.

Na avaliacdo do leucograma do presente estudo, foi observado aumento
significativo dos leucocitos totais, linfocitos e trombdcitos dos animais submetidos a
ambas as doses administradas (10 e 5g) em comparacdo ao grupo controle. A

reducdo dos linfécitos no grupo controle pode estar relacionada ao cortisol em
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resposta ao estresse, induzindo apoptose ou redistribuicdo dos linfécitos do sangue
para o tecido (Abdelhamid et al, 2020). Ademais a diminuicdo dos leucécitos na
corrente sanguinea observado no grupo controle pode ser um indicativo de
imunossupressao do sistema imunolégico (Simsek et al.,, 2007). Abdel-tawwab &
Ahmad (2009) estudaram o efeito da Spirulina como promotor de crescimento e
imunidade para tilapia do Nilo desafiada com A. hydrophila patogénica e observaram
resultados semelhantes ao presente estudo, onde os peixes alimentados com a
Spirulina obtiveram aumento do numero de leucécitos em comparacdo ao grupo
controle. Esses resultados indicam uma melhora na saude dos peixes quando
alimentados com dietas enriquecidas com Chlorella, além disso o incremento no
namero de leucocitos nos animais tratados com Chlorella, podem indicar elevacéo
da imunidade e consequentemente aumento no desempenho zootéchico e
resisténcia a patdgenos (Abu-Elala et al., 2016).

O aumento de creatinina nos peixes tratados com Chlorella 6HPI é
semelhantes aos resultados de Abdelhamid (2020), onde teve-se aumento em
tilapias do Nilo tratadas com Chlorella vulgaris e B-glucana contra a toxicidade
induzida por diazinon. Observou-se redugao nos grupos tratados 24 HPI, sendo que
a diminuicdo da creatinina plasmética em mamiferos possivelmente ocorre devido a
diurese excessiva (Moraes et al., 2018). De acordo com Aracati (2021), em peixes
de 4gua doce, esse comportamento pode ser explicado pelo mecanismo de controle
osmorregulador, pois quando os peixes estdo em condi¢cfes de estresse ocorre um
desequilibrio nas trocas i6nicas resultando em maior absor¢cdo de agua do meio
ambiente. Nos peixes 0 organismo na tentativa de retirar o liquido aumenta a
diurese, de modo que a creatinina seja eliminada (Oliveira, 2021).

A proteina desempenha um papel vital em varias funcdes biolégicas e serve
como blocos de construcdo para as células. De acordo com os resultados, a
Chlorella provavelmente pode aumentar a proteina total, albumina e globulinas de
tilapias do Nilo. As albuminas sdo sintetizadas pelo figado e serviram como
transportadores de proteinas (Anderson et al., 1979). As globulinas séo sintetizadas
pelo sistema de fagocitos mononuclear e desempenham papéis importantes no
sistema imunologico (Kumar et al.,, 2012). Possivelmente a adicdo dietética de
Chlorella pode aumentar a resposta imunologica de tilapias do Nilo. Khani et
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al. (2017) afirmou que a Chlorella pode aumentar a proteina total sérica da carpa
koi. Da mesma forma, Yildiz et al. (2004) e Yu et al. (2006) defendem que o aumento
do nivel de proteina sérica é um fator apropriado para exibir a condicdo imunologica
dos peixes.

Aumentos significativos foram observados nos niveis séricos de triglicerideos
em peixes tratados com 10g de Chlorella. De acordo com Abdel-Tawwab (2020),
esse aumento poderia ser um mecanismo compensatorio para fornecer energia para
melhorar o crescimento.

Os indices soméaticos podem ajudar na avaliagdo do estado geral dos peixes e
podem ser usados para detectar possiveis alteracdes nos 6rgaos. A C. pyrenoidosa
utilizada no presente estudo ndo mostrou diferencas significativas nos indices
somaticos dos peixes alimentados com ambas as doses administradas. Abdel-
Tawwab et al., (2020) estudaram o uso de C. pyrenoidosa e Daphnia magnha como
suplementos alimentares para carpa e nao observaram diferencas significativas nos
fatores de condicéo ou indices somaticos de figado, branquias, visceras, rins e baco,
corroborando os achados do presente estudo. Esses resultados sugerem a
uniformidade de crescimento de peixes alimentados com dietas enriquecidas com C.
Pyrenoidosa sem aumento dos diferentes 6rgaos dos peixes.

Podemos concluir que dietas enriquecidas com C. pyrenoidosa podem ser
consideradas promissoras devido a seu grande potencial na prevencdo do
desenvolvimento ou progressdo da inflamacdo. A reacao antiinflamatéria causada
pelo patdégeno A. hydrophila pode ser reduzida pela inibicdo da producdo de ROS e
mediadores inflamatorios. A inibicdo significativa de mediadores inflamatorios e
citocinas através de Chlorella sugere que essa microalga seria uma fonte potencial
de desenvolvimento de agentes antiinflamatérios e uma boa alternativa para os

antiinflamatoérios convencionais.
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CAPITULO 3 - Avaliagdo da suplementagcdo com alga verde Chlorella
pyrenoidosa no tempo de prateleira de filés de tilapia do Nilo (Oreochromis
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RESUMO - Os pescados séo alimentos altamente pereciveis e facilmente alterados
por agentes fisicos, quimicos e bioldgicos, tornando seu tempo de prateleira um fator
importante. Partindo-se da participacdo benéfica dos antioxidantes na saude animal
e a necessidade de desenvolvimento de estratégias para seguranca alimentar, o
estudo teve por objetivo avaliar o tempo de prateleira de filés de tilapias
(Oreochromis niloticus) alimentadas com Chlorella pyrenoidosa. Para o estudo foram
utilizadas 84 tilapias do Nilo (£ 100 g) sendo acondicionadas aleatoriamente em 12
aguarios (n=7). ApoOs aclimatacdo, racdes contendo Chlorella pyrenoidosa foram
ministradas por 30 dias, constituindo os tratamentos: TO(sem tratamento com C.
pyrenoidosa); T1(tratados com 5g de C. pyrenoidosa/kg de racdo); T2(tratados com
10g de C. pyrenoidosa/kg de racdo). Apdés o abate por hipotermia, foi realizada
filetagem e mantidos em refrigeracdo a 4°C e avaliados nos periodos: 0, 7, 15 e 30
dias pos abate. Foi realizada a avaliacdo do tempo de prateleira dos filés de tilapia
por meio de determinacdo da qualidade microbioldgica (colimetria, contagem de
microrganismos  meséfilos e  psicrotréficos, Staphylococcus spp e
Enterobacteriaceae), andlise fisico-quimica (colorimetria, pH, producdo de &cido
tiobarbitlrico) e andlise sensorial. As tilapias suplementadas com C. pyrenoidosa
apresentaram diminuicdo comparados aos animais controle nas analises de
colimetria, microrganismos mesdofilos, psicotréficos e enterobacterias, contagem de
Staphylococcus n&o apresentou diferengca significativa. Animais controles
apresentaram maior oxidacéo lipidica com 30 dias e aumento progressivo do pH.
Aumento na luminosidade (L*) e (AE) nos animais tratados com 10g, a analise
colorimétrica de (a*) e (b*). Na andlise sensorial de brilho, aparéncia, firmeza causou
aumento nos animais tratados e diminuicdo do odor no grupo controle. Os dados
sugerem que a suplementacdo com ambas as doses (5g e 10g) da microalga
melhoram a qualidade microbioldgica e sensorial, além de retardar o processo de
oxidacao lipidica de tilapia durante 30 dias de tempo de prateleira.

Palavra-chave: antioxidante, ciclideos, Chlorella pyrenoidosa, flavonoide,
Oreochromis niloticus, saude alimentar.
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1. INTRODUCAO

O tempo de prateleira € uma funcdo do tempo, fatores ambientais e
suscetibilidade que o produto sofre mudando sua qualidade. A deterioracdo que
ocorre nos produtos alimenticios € devido a alteracdes fisicas, quimicas e biologicas,
podendo comprometer a qualidade nutricional, microbiolégica ou sensorial do
alimento (Giménez, 2012).

Ao longo do processo de deterioragédo, o pescado apresenta sinais de alteracoes,
como aromas e sabores desagradaveis, formacdo de muco, producdo de gas,
coloracdo anormal, alteracdes na textura, isto se deve a devido a autdlise, oxidacao,
atividade bacteriana ou ainda pela combinacdo desses processos, interferindo
diretamente no prazo de validade. O principal método para avaliacdo da qualidade
do peixe fresco € a sensorial, sendo a principal forma de avaliar o frescor do
pescado (Amaral, 2013).

A utilizacdo de antioxidantes € uma das principais manobras para retardar a
deterioragéo oxidativa e microbiana do alimento pois sdo capazes de prolongar ou
inibir a oxidacdo (Takyar et al., 2019). Para aumentar a vida Gtil dos alimentos é
necessario o equilibrio entre os niveis de oxidacdo e a acdo dos antioxidantes
(Oliveira et al., 2022).

A Chlorella pyrenoidosa € uma alga verde, usada como suplemente nutricional
para humanos e animais (Hongyang et al., 2011) sua € coloracdo verde por
possuirem clorofila-a e b, além disso, contem outros pigmentos como carotenoides
a, B e y e diversas xantofilas (Sousa, 2021). A adicdo de carotendides na dieta esta
sendo uma pratica comum na aquicultura, o seu uso na alimentacdo de peixes
melhora a qualidade da carcaca e antioxidante (Rosas, 2019), capazes de melhorar
as caracteristicas microbiolégicas, fisico-quimicas e sensoriais em pescados
(Aracati, 2021).

Partindo-se da importancia nutricional do pescado para a nutricdo humana e da
necessidade de estabelecer estratégias para aumentar a qualidade do pescado
durante 0 armazenamento, 0 presente estudo tem por objetivo avaliar o efeito
antioxidativo da Chlorella pyrenoidosa, administrada via oral na racéo, sobre o tempo

de prateleira de filés de tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus) por meio das analises
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microbiologicas, fisico-quimicas e sensoriais utilizadas para avaliar o frescor e a

qualidade do pescado durante 30 dias de armazenamento.

2. MATERIAL E METODOS

Todos os procedimentos experimentais envolvendo animais foram aprovados pela
Comisséo de ética no uso de animais (CEUA) da Faculdade de Ciéncias Agrérias e
Veterinaria, UNESP/FCAV — Campus de Jaboticabal, Sdo Paulo, Brasil sob o
protocolo nimero 3423/20.

2.1. Animais

Para o estudo foram utilizadas 84 tilapias do Nilo (O. niloticus) (+ 100g) oriundas
da mesma desova, acondicionadas em 12 aquarios (n=7), com capacidade de 100L
de agua cada, abastecidos com agua corrente desprovida de cloro, proveniente de
poco artesiano, com vazdo de 1 L/min. Apdés o transporte para 0os aquarios, 0s
peixes foram aclimatados durante 15 dias para a concentracéo plasmatica de cortisol
e osmolaridade voltem aos niveis basais. Nos primeiros trés dias de aclimatacéo, os
animais foram submetidos a banhos em solucédo de NaCl na concentra¢éo de 6,0g/L
(Carneiro e Urbinati, 2001). Receberam racdo comercial peletizada (32% de proteina
bruta), constituindo a dieta basal. O arracoamento dos animais foi feito trés vezes ao
dia, correspondendo a 2% da biomassa dos aquarios. A qualidade da agua foi
monitorada nos momentos da alimentacdo durante todo periodo experimental,
utilizando pHmetro YSI-63 e oximetro YSI-55, e seus valores permaneceram dentro
da faixa apropriada para o bem-estar dos peixes tropicais (Boyd, 1990) (dissolvido
oxigénio = 4,07 + 0,89 mg L!; temperatura = 27,64 + 2,05°C; pH = 7,64 + 0,54; e
condutividade = 208,29 + 97,57uS/cm).

2.2. Dieta Experimental

A composicéo da dieta basal seguiu as exigéncias para tilapias, estabelecidas no
NRC, através da utilizacdo de racdo comercial peletizada (LAGUNA® - Sociedade

Social, contendo 32% de proteina bruta, 7%, extrato etéreo, 5% de fibra bruta e 12%
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de matéria mineral). O arragoamento dos animais foi feito trés vezes ao dia, sendo
8:00 horas, 13:00h e 18:00h, correspondendo a 2% da biomassa dos aquérios.

Para a padronizagédo da dieta experimental contendo a Chlorella pyrenoidosa, foi
adicionado a racdo comercial 5 e 10 g/Kg de racdo, seguindo o estudo de
Abdulrahman et al. (2014).

Para o preparo das dietas, a racdo era pesada na propor¢do do peso médio da
tilapia de cada tanque e adicionado 2% de O6leo vegetal mais as respectivas
quantidades de Chlorella (5 e 10g/kg) e armazenadas em sacos plasticos escuro
mantidos a 9°C para uso durante o periodo experimental de um més previamente ao
abate dos animais. A dieta dos animais controle sem Chlorella foi misturada com 2%

de Oleo vegetal para manter a padronizacdo do equilibrio nutricional.

2.3.Delineamento experimental

As tilpias foram distribuidas aleatoriamente em 12 aquarios (100 L de &gua, n=7)
para compor 0Ss seguintes tratamentos: TO (sem tratamento com Chlorella
pyrenoidosa); T1 (tratados com 5g de Chlorella pyrenoidosa/kg de ragao); T2
(tratados com 10g de Chlorella pyrenoidosa/kg). Apés um més de suplementacao
com C. pyrenoidosa, os animais foram abatidos e amostras de filés foram avaliados
para determinacdo das anaises microbioldgicas, fisico-quimicas e sensoriais,

constituindo os seguintes periodos: 0, 7, 15 e 30 dias pos-abate (DPA) (Tabela 1).

Tabela 1. Distribuicdo das amostras dos filés nos diferentes tratamentos para
determinacao da analise microbioldgica e fisico-quimica

DPA (Dias p6s-abate?)

Grupos Tratamentos!
0 7 15 30
TO  Controle (sem tratamento com C. pyrenoidosa) N=7 N=7 N=7 N=7
T1  Tratado com 5g/kg de C. pyrenoidosa N=7 N=7 N=7 N=7
T2  Tratado com 10g/kg de C. pyrenoidosa N=7 N=7 N=7 N=7

1TO (controle) — inoculado e nao tratado; T1 — inoculado e tratado com 5g; T2 — inoculado e tratado
com 10g.
2Inoculagéo da bacterina de Aeromonas hydrophila na bexiga natatdria das tilapias.

2.4. Abate e retirada dos files
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O método de abate aplicado foi o de hipotermia, com uma mistura de agua
hiperclorada com 5ppm e gelo na propor¢cao de 2:1. A mistura foi adicionada em uma
caixa de isopor com capacidade de 15L revestidas com sacos plasticos esterilizados,
onde foram colocados os peixes e mantidos por 3 minutos até ficarem anestesiados,
os plasticos e facas eram trocados a cada grupo. Apés a insensibilizacdo dos
animais, foi realizada a descerebragéo do tronco encefalico. O processo de filetagem
foi realizado por uma Unica pessoa, o filé foi repartido ao meio, obtendo-se duas
partes (direita e esquerda) mantendo a parte da musculatura dorsal nas duas laterais
do peixe no sentido longitudinal, ao longo de toda a extensao da coluna vertebral e
costelas. Uma parte foi destinado a andlise microbiol6gica e a outra para andlise
fisico-quimica. Foi realizado padronizagcéo, onde o lado esquerdo do peixe foi usado
para analise microbiologica e o lado direito para andlises fisico-quimicas durante o
periodo experimental de 30 dias.

Apos a filetagem os filés foram armazenados em sacos plasticos esterilizados, e
levados ao Laboratério de Microbiologia de Alimentos, no Departamento de Medicina
Veterinaria Preventiva e Reproducdo Animal, da Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias — FCAV, onde foi feito o armazenamento em estufa incubadora B.O.D.
(Biologic Oxygen Demand) com temperatura controlada a 4°C.

2.5. Andlises microbioldgicas

2.5.1. Preparacéo das diluigdes

Em condi¢cBes assépticas, retirou-se, aleatoriamente de cada amostra, fragmentos
representando toda a superficie e profundidade do file avaliado até atingir a
quantidade de 10g. Ap6s a pesagem, adicionou-se 90 mL de agua peptonada a
0,1% (diluente ja esterilizado) e homogeneizou por aproximadamente 60 segundos
no equipamento tipo Stomacher, preparando-se, assim, a diluicdo inicial 10
Posteriormente, foram feitas as diluicbes seriadas 102, 103 e 10 retirando-se uma
aliquota de 1 mL da diluic&o inicial e transferindo para tubos contendo 9 mL de agua
peptonada a 0,1%, assim sucessivamente até a diluicdo 10 (Silva et al 2017).
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2.5.2. Numero mais provavel de coliformes totais e termotolerantes

A determinacdo do Numero Mais Provavel (NMP) foi utilizada para estimar a
contagem de coliformes totais e termotolerantes. Inicialmente na prova presuntiva,
inoculou-se uma aliquota de 1 mL das diluicbes 101, 102 e 103 em uma série de
trés tubos estéreis, com tubos Durham invertidos, contendo caldo Lauril Sulfato
Triptose (LST; os tubos foram incubados por 48 horas a 36 + 1°C. Foram
considerados tubos positivos aqueles que evidenciaram a formacgéo de gas em pelo
ao menos 1/10 do tubo de Durhan ou efervescéncia, quando agitado gentilmente; e
foram selecionados para a realizacdo da prova confirmativa. A confirmacdo dos
coliformes totais e termotolerantes foi realizada por meio do repique (em algca de
platina) dos tubos positivos em LST para o caldo Bile Lactose Verde Brilhante,
incubados a 36 + 1°C/48 horas, e para o caldo EC, incubados a 45°C + 1°C /48

horas em banho-maria; respectivamente (Silva et al 2017).

2.5.3. Contagem Padréo de microrganismos Mesoéfilos e Psicrotroficos
aerobios estritos e facultativos viaveis

Para a contagem dos microrganismos mesofilos semeou, por profundidade, 1mL
de cada diluicdo em placas de Petri estéreis e adicionou 15-20 mL de agar padrao
para contagem (Plate Count Agar - PCA), previamente fundido e mantido a 46-48°C.
As placas foram homogeneizadas e incubadas a 36°C por 48 horas. Posteriormente,
realizou-se a leitura das placas, o numero de colbnias foi multiplicado pelo fator de
diluicdo correspondente, e o resultado expresso em unidades formadoras de colbnia
por g (UFC/g) (Apha, 2001). O mesmo procedimento foi utilizado para a contagem
de microrganismos psicrotréficos, contudo as placas foram incubadas a 7°C por um
periodo de 10 dias (Silva et al 2017).

2.5.5. Contagem de Staphylococcus

Para contagem de Staphylococcus aureus foram adicionados, por profundidade, 1
mL de cada diluicho em placas de petri estéreis e, posteriormente, acrescentado
cerca de 15 a 20 mL de &gar Baird-Parker suplementado com solucdo de gema de
ovo com telurito de potassio. As placas foram invertidas e incubadas a 36 + 1°C por

30 a 48 horas. Apoés o crescimento bacteriano, trés a cinco colbnias tipicas (negras
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brilhantes com anel opaco, rodeadas por um halo claro, transparente e destacado
sobre a opacidade do meio) e atipicas (acinzentadas ou negras brilhantes, sem halo)
foram selecionadas e semeadas em caldo Brain Heart Infusion (BHI), para

realizacdo das provas bioquimicas.

2.5.5.1. Prova da coagulase

Transferiu-se 0,3 mL de cada tubo de cultivo em BHI para tubos estéreis contendo
0,3 mL de plasma de coelho. Estes, foram incubados em banho maria a 36 + 1°C,
por 24 horas, a leitura realizada nos tempos 1h, 2h, 3h, 4h e 24h, baseou-se na
comprovacéo da capacidade de coagular o plasma de coelho pela acdo da enzima

coagulase produzida pelo microrganimos (Silva et al 2017).

2.5.5.2. Coloracéo de Gram

Colbnias da bacteria foram colocadas sob a lamina, depois se seca, esta foi
coberta com solucao de cristal violeta por 1 minuto, depois de desprezado, cobriu-se
com lugol por 1 minuto e por ultimo, com solucdo de fuscina por 30 segundos.
Desprezou-se e lavou-se a lamina com agua corrente. A lamina foi seca e observada

ao microscopio optico com objetiva de imersao (Silva et al 2017).

2.5.5.3. Prova da catalase

Com auxilio de alca de platina foi retirada uma algada do cultivo em BHI e
transferido para uma lamina contendo uma gota de peréxido de hidrogénio a 3%. A
formacdo de borbulhas indica prova que o microrganimso é catalase positiva. O
Staphylococcus aureus possui a enzima catalase que, por sua vez, € capaz de
decompor o peroxido de hidrogénio, liberando oxigénio, que é evidenciado pela
formacao de borbulhas (Silva et al 2017).

2.5.6. Contagem de enterobacteriacea

Inoculou-se 1 mL de cada diluicdo em placas de Petri esterilizadas e adicionou-se
cerca de 15 mL Agar MacConkey previamente fundido e mantido a 46°C - 48°C, em

seguida, homogeneizou o in6culo com o meio. Apos completa solidificacdo do meio,



43

as placas foram incubadas em posicao invertida em temperatura de 36 + 1°C por 18
a 24 horas. Trés a cinco coldnias tipicas foram selecionados e semeadas em tubos
contendo BHI, para realizacdo da coloracdo de gram (conforme supracitado) e a
prova da oxidase (MAPA, 2003; Forsythe, 2020).

2.5.6.1. Prova de oxidase

Usando alca de platina foi feita a prova da oxidase espalhando a cultura sobre
tiras de papel impregnadas com reativo para oxidase, comercialmente disponiveis.
Foi feita a leitura em 10 a 20 segundos. As colbnias confirmadas pela prova da
oxidade e pela coloragdo de gram foram calculadas proporcionalmente as UFC

obtidas, para obtencao da contagem final. (MAPA, 2003).

2.6. Andlise fisico — quimica
2.6.1. Determinacéo do pH

O pH foi determinado em duplicata no musculo epaxial, utilizando-se um pHmetro
digital (Testo ®, modelo 205. West Chester, PA- EUA), equipado com um eletrodo

de penetracgao, por insercao direta.

2.6.2. Colorimetria

Foi determinado através do colorimetro CR-400 Chrome Meter (Konica Minolta
Sensing Americas, Inc, New Jersey, EUA) que utiliza o sistema CIELAB (L, a* e b *),
proposto pela Commission Internationale [|'Eclairage (1986). Foram avaliados
parametros como luminosidade (L *), intensidade do vermelho (a *) e intensidade do
amarelo (b *) dos musculos epaxiais. A avaliacdo foi realizada em trés pontos
diferentes em cada parte do muasculo, para obtencdo de uma média dos valores. A
intensidade da cor € expressa por um valor de croma (C * ab), enquanto a matriz
(HOab) corresponde ao nome da cor encontrada em seu estado puro no espectro.
Esses valores foram calculados pelas formulas: C*ab =(a*2 + b * 2) 1/2 e HOab =
arctan (b * / a *) de acordo com Hernandez et al. (2009).
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2.6.3. Oxidacéao lipidica (TBARS)

Para cada amostra pesou-se de 5g do filé e foi colocado em tubo falcon para
andlise de oxidacédo lipidica seguindo a metodologia descrita por Pikul (1989), ao
qual foram adicionados 25 mL de acido TCA (7,5%) -tricloroacético (1 tubo de cada
vez, visto que o acido resseca a amostra). A mistura foi moida em Turrax por 1
minuto e entdo filtrada através de outro tubo falcon. Todas as amostras foram
retiradas em triplicata, e 5mL de TBA (0,01M) (acido tiobarbitarico) foram
adicionados em 5mL do extrato, a seguir a mistura foi levada ao banho-maria a 100 °
C por 40 minutos, cobrindo o tubo de ensaio com marmores. A determinacdo dos
TBARs (4cido 2-tiobarbiturico, expresso em mg de malonaldeido / kg de amostra) foi

realizada em espectrofotometria a 532nM.

2.6.4. Andlise sensaorial

A qualidade sensorial da tildpia do Nilo foi avaliada em cada periodo de
amostragem por 5 provadores treinados. Amostras de peixes (50g) da regido dorsal
foram apresentadas individualmente aos painelistas em cabines individuais sob
condicbes controladas de luz, temperatura e umidade. Os painelistas foram
solicitados a classificar as caracteristicas de brilho, firmeza, aparencia e odor com
uma escala de 1 a 10, sendo 10 o melhor estado e 1 o pior (Aracati, 2022).

2.7. Andlise estatistica

As diferencas entre os tratamentos (10g, 5g e controle) e o tempo (0, 7, 15 e 30
dias) foram determinadas por meio do teste ndo paramétrico de Kruskal e Wallis
(1952) com o software GraphPad Prism versdo 9.0. As diferencas foram

consideradas significativas quando p <0.05.

3. RESULTADOS

3.1. Andlises Microbiolégicas

Os resultados observados na analise microbiolégica dos pescados estdo

expressos na Figura 1.
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Figura 1. Analise Microbiologica. (1A). Coliformes totais; (1B). Coliformes
termotolerantes; (1C). Microrganismos Mesofilos; (1D) Microrganismos
psicrotréficos; (1E) Enterobactereaceae; (1F) Staphylococcus aureus.
Médias (9 = peixes) seguidas da mesma letra do ndo diferem pelo teste
de Kruskal e Wallis (P <0,05). As letras mailsculas comparam o0s
tratamentos em cada periodo experimental, enquanto as letras
minusculas avaliam a evolugdo de cada tratamento entre os periodos
experimentais. Periodo de amostragem: 0, 7, 15 e 30 dias pds-abate
(DPA); Tratamentos: 10g — tratados com 10g de Chlorella; 5g —tratados
com 5¢g de Chlorella; Controle - ndo tratados com Chlorella.
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Os resultados do NMP de coliformes ndo apresentaram diferenga significativa
(p>0.05) nos coliformes totais e termoletrantes, porem foi observado que os animais
do grupo controle foram superiores que os animais tratados com a Chlorella
pyrenoidosa.

A contagem de microrganismos mesofilos ndo apresentou diferenga significativa
entre 0s grupos, porem quando observados ao longo do tempo, mostraram que o
tempo de prateleira do pescado no grupo controle com 30 dias de armazenamento
foi significativamente maior quando comparado ao de 7 dias.

Foram observados com 30 dias de refrigeracdo que as contagens dos
microrganismos Psicrotréficos foram superiores que os periodos anteriores (0, 7 e
15) em todos os grupos. Embora ndo tenha visto diferenca estatistica entre os
grupos, foram observadas contagens elevadas de microrganismos Psicrotréficos em
animais do grupo controle em relagdo aos animais tratados.

Os resultados observados na contagem de colénias de enterobacterias
apresentaram aumento significativo no grupo controle com 30 dias de tempo de
prateleira comparado aos dias anteriores, tendo em vista 0os animais tratados com a
alga se mantiveram estaveis.

N&o foi detectado contagens de Staphylococcus spp nos filés de tilapia

armazenados durante 30 dias a 4°C.

3.2. Andlise fisico-quimica

O nivel de TBARs (Substancias reativas ao &cido tiobarbitarico) e pH, nao

apresentaram diferenca significativa entre os grupos (Figura 2).
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Figura 2. Andlise de TBARs (Substancias reativas ao acido tiobarbitlrico) e pH.
(2A). TBARS; (2B). pH; Médias (9 = peixes) seguidas da mesma letra do
nao diferem pelo teste de Kruskal e Wallis (P <0,05). As letras maiusculas
comparam os tratamentos em cada periodo experimental, enquanto as
letras mindsculas avaliam a evolucdo de cada tratamento entre os
periodos experimentais. Periodo de amostragem: 0, 7, 15 e 30 dias pés-
abate (DPA); Tratamentos: 10g — tratados com 10g de Chlorella; 5g —
tratados com 5g de Chlorella; Controle - ndo tratados com Chlorella.

Notou-se que ao longo do tempo todos 0s grupos apresentaram maior oxidacao
lipidica com 30 dias de vida de prateleira, entretanto quando observados ao longo do



48

tempo, 0os animais do grupo controle apresentaram niveis mais expressivos,
enguanto os animais tratados com Chlorella (5g e 10g) comecaram apresentar maior
oxidacao lipidica a partir do 15° dia de refrigeracéo a 4°C.

Na analise de pH foi observado uma reducéo significativa (p>0.05) com 7 dias no
grupo controle, seguido de aumento progressivo com 15 e 30 dias pés abate,
entretanto, 0os animais tratados com o antioxidante nao apresentaram diferenca

significativa ao longo do tempo.

Os resultados observados das analises de colorimetria dos filés estdo expressos
na Figura 3.
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Figura 3. Analise colorimétrica. (3A). Luminosidade (L*); (3B). Vermelho-verde (a*);
(3C). Amarelo-azul (b*); (3D) Croma (C*); (3E) Delta E (AE); (3F) Hue
(H%b). Médias (9 = peixes) seguidas da mesma letra do ndo diferem pelo
teste de Kruskal e Wallis (P <0,05). As letras maiusculas comparam 0s

tratamentos em cada periodo experimental,

enquanto as

letras

minusculas avaliam a evolucdo de cada tratamento entre os periodos
experimentais. Periodo de amostragem: 0, 7, 15 e 30 dias pds-abate
(DPA); Tratamentos: 10g — tratados com 10g de Chlorella; 5g —tratados
com 5¢g de Chlorella; Controle - ndo tratados com Chlorella.
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Nas avaliagbes colorimétrica de luminosidade (L*) e Delta (AE) apresentaram
aumento nos animais tratados com 10g de Chlorella em 15 dias pds abate em
comparacao aos tratados com 5g e ao grupo controle. Ao longo do tempo foi
observada diminuicdo em ambas as avalicées nos animais tratados com 10g da alga
apos 30 dias de armazenamento, entretanto, os animais tratados com 5g do
antioxidante comecaram apresentar diminuicdo apos 15 dias de refrigeracdo. Logo,
animais do grupo controle foram inferiores no 7° dia de refrigeracao.

A analise colorimétrica da cor Vermelho a verde (a*) ndo apresentou diferenca
significativa entre os tratamentos. Porém, ao longo do tempo foi notado diminuicédo
em ambos 0s grupos, sendo mais significativo no grupo controle quando comparado
aos animais tratados com Chlorella.

O componente Amarelo a azul (b*) ndo apresentou diferenca significativa entre os
tratamentos. Contudo, foi observado aumento no grupo tratado com 10g de alga ao
longo do tempo.

Na andlise de indice de saturacdo de Chroma nao apresentou diferenca
significativa entre os tratamentos. Porém, apresentou diminuicdo gradativa ao longo
do tempo nos grupos tratado com 5g de alga e controle. Enquanto os animais
tratados com 10g ndo apresentaram diferenca significativa.

Em relacdo ao Delta (AE) ndo apresentou diferenca significativa entre os
tratamentos. Embora, quando observados ao longo do tempo ambos 0s grupos
apresentaram aumento, sendo mais expressivo nos animais controle.

O componente angulo de inclinagdo de matriz (H%b) ndo apresentou diferenca

significativa.
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Os resultados observados na analise sensorial dos pescados foram

pontuados as seguintes caracteristicas, brilho, firmeza, aparéncia e odros sendo

expressos na Figura 4.

109 Aa Aa Aa  Aa
P

= .- A_a A
B_
z A=b Ab AP
o 6
é Ac Ac Ac
m 4
2
0 T T T
0 7 15 30
Dias de armazenamento
10 Aa
"_\‘__a A: Aa T .ala C
8- Bb
"2 ab Ab
o
2 67
@
E- 4+ Ac he Ac
2_
0 T T
0 7 15 30

Dias de armazenamento

15

10 A2 4, Aa

Firmeza
g
g

5 Ac Ac Ad

0 7 15 30
Dias de armazenamento
159 D
10 2 A A3 pa
. Ba
o
3 Bb AP Ab ap
) Aﬂ ﬁ i
0- T T T
0 7 15 30

Dias de armazenamento

= 10g =9 5g EE Controle

Figura 4. Andlise sensorial. (4A). brilho; (4B). firmeza; (4C). aparéncia; (4D) odor;.
Médias (9 = peixes) seguidas da mesma letra do ndo diferem pelo teste
de Kruskal e Wallis (P <0,05). As letras mailsculas comparam o0s
tratamentos em cada periodo experimental, enquanto as letras
mindsculas avaliam a evolucdo de cada tratamento entre os periodos
experimentais. Periodo de amostragem: 0, 7, 15 e 30 dias pds-abate
(DPA); Tratamentos: 10g — tratados com 10g de Chlorella; 5g —tratados
com 5¢g de Chlorella; Controle - ndo tratados com Chlorella.

A analise de brilho e cor foram superiores nos animais tratados com a alga

em 7 dias em relac&o ao grupo controle. Quando observados ao longo do tempo os

animais do grupo controle tiveram diminuicdo progressiva a partir do 7° dia de
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refrigeracao, ja os animais tratados com a Chlorella apresentaram diminuicao a partir
do 15° dia p6s abate.

Os animais tratados com a alga apresentaram maior firmeza 7 dias pés abate
em relacdo ao grupo controle, entretanto, apos 15 dias de refrigeracdo os animais
tratados com 10g de Chlorella se mantiveram superiores em comparacdo aos
tratados com 5g e ao grupo controle. Ao decorrer da tempo de prateleira observou-
se diminuicdo do grupo controle a partir do 7° dia, todavia, os animais tratados
apresentacao perca da firmeza a partir de 15 dias de refrigeracao.

Quanto a andlise de odor os animais tratados com antioxidante apresentaram
melhores classificacbes em comparacdo ao grupo controle em 0 e 7 dias de
armazenamento. Ao decorrer do tempo de refrigeracéo dos filés notou-se diminuicédo
a partir do 7° dia nos animais controle, porém, os animais tratados com a Chlorella

tiveram essa reducgéo apenas a partir do 15° dia de refrigeracgéo.

3. DISCUSSAO

Coliformes totais e coliformes termotolerantes s&o indicadores para avaliar
condicdes higiénicos e sanitdrias do alimento, e prever a presenca de
microrganismos patogénicos (Oliveira, 2022). De acordo com Liu et al., (2020) as
algas podem potencialmente promover a remocdo de coliformes totais e
termotolerantes, reforcando os resultados da colimetria do presente estudo, visto
gue, a presenca de coliformes totais foi superior nos animais controle. Gatti-junior et
al., (2014) estudaram a qualidade microbiologica de tilapias inteiras e filetadas e
verificaram que a pele é o tecido com maior contaminacdo em relacédo a intestino e
musculo, essa contaminagcdo esta associada ao manuseio e qualidade do gelo
usada no armazenamento.

O pescado é um alimento de alta qualidade nutricional, porém é altamente
suscetivel a deterioracdo microbiana. Contagens de microrganismos mesofilos e
psicrotroficos estdo associados a contaminacdo durante a manipulagéo, além disso
sado usados como indicadores relacionados ao frescor (Soares et al, 2011). De
acordo com Stejskal et al., (2020) que estudou a qualidade do musculo de pescada
refrigerada por embalagem ativa com um concentrado de proteina de Spirulina

platensis, apresentaram contagens menores para microrganismos mesofilos,
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psicrotréficos e Enterobacteriaceae nos muasculos incorporados com a Spirulina no
meio da embalagem em comparagcdo ao grupo controle. Aracati, (2021) estudou o
tempo de prateleira de filé de tilapia tratadas com astaxantina e observou que a o
antioxidante reduziu as contagens de microrganismos mesofilos e psicotroéficos.
Esses mesmos resultados foram observados por Santos et al., (2017) que estudou
vida de prateleira de filé de tilapia defumada revestida com quitosana. Ademais,
Chlorella pyrenoidosa apresenta propriedades antimicrobianas e antifungicas (Ali e
Doumandji, 2017), corroborando os achados do presente estudo, na qual
apresentaram reducdo nas contagens de microrganismos mesofilos e
Enterobacteriaceae nos grupos tratados com Chlorella (5 e 10g) quando
comparados com o grupo controle, ressaltando que os melhores resultados foram
observados na dose de 10g de Chlorella.

Staphylococcus coagulase-positivos como  Staphylococcus aureus, Sséo
responsaveis por produzir uma toxina termoestavel, sendo uma das causas mais
prevalentes de gastroenterite (Gatti-Junior et al., 2014). De acordo com Acco et al.
(2003) os humanos sédo portadores comuns desse microrganismo e esses autores
isolaram multiplas cepas de S. aureus colonizando a mucosa nasal de
manipuladores de alimentos, fortalecendo o estudo de Gatti-Junior et al., (2014) pois
demonstrou que a presenca de S. aureus em tilapias do Nilo pode ser resultado de
manuseio improprio e ndo higiénico, armazenamento e contaminacao cruzada. Nao
foi detectado contagens de Staphylococcus aureus nos filés de tilapia armazenados
durante 30 dias a 4°C no presente estudo, a auséncia desse patdgeno sugere que
os filés estavam limpos e seguros, e que o abate foi realizada com boas praticas
higiénicas e sanitarias, corroborando o estudo de Atitallah et al., (2019).

A oxidacdo de gordura é um dos principais fatores para a deterioracdo da
qualidade dos alimentos, principalmente em carne de pescado, influenciando
diretamente na mudanca da cor, sabor indesejavel, valor nutricional, vida util dos
alimentos. As algas contém compostos antioxidantes que sdo eliminadores de
radicais livres de oxigénio eficientes e podem inibir a oxidagdo de acidos graxos
(Takyar et al., 2019). De acordo com Shafiei e Mostaghim (2021) que estudou a vida
atil de filé de bezerro em armazenamento refrigerado com revestimento contendo

Spirulina platensis e Chlorella vulgares, apresentaram reducdo significativa de
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TBARSs nas amostras revestidas com antioxidante quando comparadas com as néo
revestidas durante o tempo de armazenamento. Esses achados também foram
observados por Takyar et al., (2019) pois comprovaram que essas algas podem
atrasar significativamente a oxidacdo dos lipidios, fortalecendo os resultados do
presente estudo na qual apresentou reducgao significativa ao longo do tempo, sendo
gue foram mais expressivos nos animais do grupo controle.

Durante o armazenamento o aumento do pH tem um efeito pronunciado na
qualidade dos alimentos, ocasionando o0 crescimento de microrganismos, assim
sendo, as bactérias sdo responsaveis por utilizar compostos de baixo peso
molecular presentes no musculo dos peixes, induzindo aumento nos valores de pH,
(Aracati, 2021). Esses achados justifica os resultados do presente estudo, pois
apresentou aumento dos valores de pH ao decorrer do tempo de prateleira em todos
0S grupos, sendo estatisticamente maior nos animais do grupo controle.

Segundo Khalafalla et al., (2015) o pH natural de peixes vivos é um pouco acima
de 7,0, porem esse valor cai acentuadamente a medida que o peixe passa pelo rigor
mortis e o glicogénio é convertido em acido latico. Comprovando o ocorrido deste
trabalho, pois ocorreu diminuicdo dos valores de pH no 7° dia de refrigeracéo de
todos os grupos quando comparados ao dia 0 (dia do abate).

A cor desempenha um papel importante na aceitabilidade de um produto
alimentar, sendo um grande indicador de qualidade, frescor, estado de conservacao,
sabor e valor comercial. Neste estudo o valore de luminosidade (L*) e diferenca total
de core (AE) dos filés apresentaram uma reducdo ao decorrer do tempo de
armazenamento em todos 0s grupos, sendo que nos animais do grupo controle
ocorreu a partir do 7° dia, jA os animais tratados (5g e 10g) ocorreram mais tardio
(15 e 30 dias) respectivamente. Possivelmente isto se deve ao fato do
escurecimento do filé com o avanco da refrigeracédo, pois inicialmente a carne era
fresca e com a luminosidade elevada, e conforme a carne foi se deteriorando houve
0 escurecimento progressivo (Aracati, 2021).

No presente estudo a cor inicial dos animais tratados com 5g e animais do grupo
controle apresentaram verde mais intenso (- a*) com 7 dias de armazenamento, ja
0s animais tratados com 10g de Chlorella foi observado verde menos intenso (+ a*)

apenas com 30 dias de refrigeracdo. O predominio na cor verde (- a*) no final do
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periodo de armazenamento ocorreu devido & deterioracdo do filé, e esses achados
foram semelhantes ao de Aracati, (2021) e Majdinasab et al., (2018).

Foi observado ao decorrer do tempo de prateleira aumento no componente
Amarelo (+ b*) no grupo suplementado com 10g de Chlorella. De acordo com o
estudo de Alfaia et al, (2021) o efeito de Chlorella vulgaris em rac¢des para frango de
corte promoveu uma coloracdo amarelada em carnes de peito e coxa, devido aos
elevados teores de carotenoides presentes em C. vulgares. Ja An et al. (2016)
descobriram que baixos niveis (0,05, 0,15 e 0,5%) de incorporacao de Chlorella em
dietas para frangos de corte n&o tiveram efeito significativo na cor da carne do peito.
Esses achados justificam o amarelecimento nos animais suplementados com 10g de
Chlorella pyrenoidosa, porem esses resultados n&o foram vistos nos animais
suplementados com 5g ao longo do armazenamento de 30 dias.

O croma (C*) apresentou diminuicdo durante armazenamento refrigerado,
indicando reducg&o na intensidade da cor sendo compativel com o estudo de Aracati
(2021) e Hernandez et al., (2009) que estudaram o tempo de prateleira em filé de
tilapia (Oreochromis niloticus) e filés magros (Argyrosomus regius) respectivamente.

No presente estudo, o angulo de matiz tendeu a ser mais avermelhado, a
sugestdo se deve ao fato da Chlorella pyrenoidosa pertencer ao grupo dos
carotenos, segundo Fradique et al., (2010), Chlorella vulgaris acumula grandes
guantidades de carotenoides.

Em relacdo ao Delta (AE) quando observados ao longo do tempo ambos os
grupos apresentaram aumento, sendo mais expressivo nos animais controle.

A carne de pescado € mais perecivel comparados com carne vermelha e aves,
devido as altas quantidades de aminoacidos livres, nitrogénio basico volatil e PUFAs
(acidos graxos poli-insaturados) (Takyar et al., 2019). A oxidacdo dos PUFAs
ocasiona a deterioracdo da qualidade dos alimentos e consequentemente a vida (til
dos alimentos, responsavel por causar sabor desagradavel e rancoso devido a
formacado de aldeidos e cetonas, reduzindo o valor nutricional através da destruicdo
de acidos graxos essenciais, vitaminas lipossolluveis, e além de acarretar efeitos
adversos na saude humana devido a formagé&o de radicais livres (Oliveira et al.,
2022). A adicao de extratos de algas nos pescados possuem atividade antioxidante

capaz de prolongar a vida de prateleira, preservando sua qualidade, assim sendo, a



56

Chlorella é capaz de atuar no atraso do processo de oxidacédo de lipidios e manter
as propriedades sensoriais de peixes refrigerados (Takyar et al., 2019). Os
resultados da analise sensorial (brilho, firmeza, cor e odor) demonstraram que as
avaliacbes de aceitabilidade geral foram significativamente maiores nos animais
tratados com a alga quando comparados aos animais controle, além disso foi notado
ao decorrer do tempo de prateleira uma reducdo gradativa dos parametros
sensoriais em todos 0s grupo, sendo mais evidentes em pescados do grupo
controle, indicando um reflexo da perda da qualidade dos filés. Vale ressaltar que os
melhores resultados foram observados em animais suplementados com Chlorella
(109), corroborando os achados observados nas analises microbioldgicas, oxidagéo
lipidica e pH.

Os resultados das andlises microbioldgicas, fisico-quimicas e sensoriais
demonstram a participacdo da Chlorella pyrenoidosa na vida de prateleira de filés de
tilapia armazenados sob refrigeracdo. Todos esses dados sugerem que a
suplementacdo com ambas as doses (5g e 10g) da microalga realmente melhoram a
qualidade microbiolégica e sensorial, além de retardar o processo de oxidagao
lipidica dos filés de tilapia durante 30 dias de vida de prateleira, ressaltando que a

suplementacdo com a dose de 10g de Chlorella foi extremamente satisfatoria.

4. Concluséo

A suplementacdo com Chlorella pyrenoidosa pode ser considerada promissora na
reacdo inflamatdria de tilapias do Nilo, devido ao seu grande potencial na prevencao
do desenvolvimento ou progressdo da inflamacéao, pois foi capaz de auxiliar as
células de defesa e reduzir a producdo de ROS. Além disso, os resultados das
analises microbiologicas, fisico-quimicas e sensoriais demonstraram a participacao
da Chlorella pyrenoidosa na vida de prateleira de filés de tilapia armazenados sob

refrigeracdo, aumentando sua vida util.



57

5. Referencias bibliogréficas

Abdulrahman, NM (2014) Evaluation of Spirulina spp. as food supplement and its
effect on growth performance of common carp fingerlings. International Journal of
Fisheries and Aquatic Studies, 2:89-92.

Acco M, Ferreira FS, Henriques JAP, Tondo EC (2003) ldentification of multiple
strains of Staphylococcus aureus colonizing nasal mucosa of food handlers. Food
Microbiology 20:489-493.

Alfaia CM, Pestana JM, Rodrigues M, Coelho D, Aires MJ, Ribeiro DM, Prates JAM
(2021). Influence of dietary Chlorella vulgaris and carbohydrate-active enzymes on
growth performance, meat quality and lipid composition of broiler chickens. Poultry
Science, 100:926-937.

Ali IH e Doumandji A (2017) Comparative phytochemical analysis and in vitro
antimicrobial activities of the cyanobacterium Spirulina platensis and the green
alga Chlorella pyrenoidosa: potential application of bioactive components as an
alternative to infectious diseases. Bulletin de I'Institut Scientifique, Rabat, Section
Sciences de la Vie 39:41-49.

An BK, Kim KE, Jeon JY, Lee, KW (2016). Effect of dried Chlorella vulgaris and
Chlorella growth factor on growth performance, meat qualities and humoral
Immune responses in broiler chickens. Springerplus, 5:1-7.

APHA (AMERICAN PUBLIC HEALTH ASSOCIATION) (2001) Compendium of
methods for the microbiological examination of foods. 4 ed. Washington: APHA
p.676.

Aracati MF, Rodrigues LF, Oliveira SL, Rodrigues RA, Conde G, Cavalcanti ENF,
Borba H, Silva IC, Fernandes DC, Eto SF, Belo, MAA (2022). Astaxanthin
improves the shelf-life of tilapia fillets stored under refrigeration. Journal of the
Science of Food and Agriculture.

Aracati, MF, Rodrigues, LF, de Oliveira, SL, Rodrigues, RA, Conde, G, Cavalcanti,
ENF, Borba, H, Charlie-Silva, I, Fernandes, DC, Eto, SF and de Andrade Belo, MA
(2022). Astaxanthin improves the shelf-life of tilapia fillets stored under
refrigeration. J Sci Food  Agric. Accepted Author  Manuscript.
https://doi.org/10.1002/jsfa.11780

Atitallah AB, Barkallah M, Hentati F, Dammak M, Hlima HB, Fendri I, Abdelkafi S
(2019). Physicochemical, textural, antioxidant and sensory characteristics of
microalgae-fortified canned fish burgers prepared from minced flesh of common
barbel (Barbus barbus) Food Bioscience 30:100417.

Boyd CE (1990) Water quality in ponds for aquaculture.

Carneiro PCF, Urbinati EC (2001) Salt as stress response mitigator of matrinxa
Brycon cephalus during transport Aquac. Res 32:297-304.



58

Castrica M, Chiesa LM, Nobile M, Battisti F, Siletti E, Pessina D, Balzaretti CM
(2021). Rapid safety and quality control during fish shelf-life by using a portable
device. Journal of the Science of Food and Agriculture 101:315-326.

CIE (1986) Vienna: Comission Internationale de I'Eclairage, CIE Publication 15.2.

Fradique M, Batista, AP, Nunes MC, Gouveia L, Bandarra NM, Raymundo A (2010).
Incorporation of Chlorella vulgaris and Spirulina maxima biomass in pasta
products. Part 1: Preparation and evaluation. Journal of the Science of Food
and Agriculture 90:1656-1664.

Forsythe SJ. (2020). The microbiology of safe food. John Wiley & Sons.

Gatti-Junior P, Assuncdo AW, Baldin JC and Amaral LA (2014) Microbiological
quality of whole and filleted shelf-tilapia. Aquaculture 433:196-200.

Khalafalla FA, Ali FH and Hassan ARH (2015) Quality improvement and shelf-life
extension of refrigerated Nile tilapia (Oreochromis niloticus) fillets using natural
herbs. Beni-Suef University Journal of Basic and Applied Sciences 4:33-40

Kruskal, WH, Wallis WA (1952) Use of ranks in one-criterion variance analysis.
Journal of the American statistical Association 47:583-621.

Hernandez MD, Lopez MB, Alvarez A, Ferrandini E, Garcia BG and Garrido MD
(2009). Sensory, physical, chemical and microbiological changes in aquacultured
meagre (Argyrosomus regius) fillets during ice storage. Food chemistry, 114:
237-245

Hongyang S, Yalei Z, Chunmin Z, Xuefei Z, Jinpeng L (2011). Cultivo de Chlorella
pyrenoidosa em efluente de processamento de soja. Bioresource
Technology, 102 (21), 9884-9890.

Liu L, Hall G, Champagne, P (2020). The role of algae in the removal and inactivation
of pathogenic indicator organisms in wastewater stabilization pond systems. Algal
Research, v. 46, p. 101777, 2020.

Majdinasab M, Hosseini SMH, Sepidname M, Negahdarifar M, Li P, Development of
a novel colorimetric sensor based on alginate beads for monitoring rainbow trout
spoilage. Journal of Food Science and Technology, 55 : 1695-1704 (2018).

Martinez S, Carballo J (2021). Physicochemical, Sensory and Nutritional Properties
of Foods Affected by Processing and Storage. Food Technology.

Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA) (2003) Instrucéo
Normativa N°. 62, de 26/08/2003. D.O.U. 14 p.



59

Oliveira SL, Costa CC, Aracati MF, Rodrigues LF, Charlies-Silva I, Belo, MAA (2022).
Antioxidantes naturais como alternativa para aumentar vida de prateleira,
Amppla.

Oliveira GL, Sueitt APE, Santos PR, Leite, LS, e Daniel, LA (2022). Removal of
protozoan (00) cysts and bacteria during microalgae harvesting: Outcomes from a
lab-scale experiment. Chemosphere, 286, 131767.

Pikul J, Leszczynski DE e Kummerow FA, (1989). Evaluation of three modified TBA
methods for measuring lipid oxidation in chicken meat. Journal of Agricultural
and Food Chemistry, 37: 1309-1313.

Santos FMS, Silva AIM, Vieira, CB, Araujo, MH, Silva ALC, Gracas Carneiro-da-
Cunha M, Bezerra RS. (2017). Use of chitosan coating in increasing the shelf life
of liquid smoked Nile tilapia (Oreochromis niloticus) fillet. Journal of food science
and technology, 54(5), 1304.

Sarojini A. (2021). Grape Seed Extract as a Potential Antioxidant in Fish and Fishery
Products. Biotica Research Today, 3(11), 1053-1054

Silva N, Junqueira VCA, Silveira NFA, Taniwaki MH, Gomes RAR, Okazaki MM
(2017). Manual de métodos de analise microbioloégica de alimentos e &gua.
Blucher, p. 560.

Shafiei R, e Mostaghim T (2021). Improving shelf life of calf fillet in refrigerated
storage using edible coating based on chitosan/natamycin containing Spirulina
platensis and Chlorella vulgaris microalgae. Journal of Food Measurement and
Characterization, 1-17.

Shi Y, Sheng J, Yang F, Hu Q (2007). Purificacdo e identificacdo de polissacarideo
derivado de Chlorella pyrenoidosa. Quimica alimentar, 103 (1), 101-105.

Soares VM, Pereira, JG, lzidoro, TB, Martins, OA, Pinto JPDAN., & Biondi, G. F.
(2011). Qualidade microbiolégica de filés de peixe congelados distribuidos na
cidade de Botucatu-SP. UNOPAR Cientifica. Ciéncias Biolégicas e da Saude,
85-88.

Sousa LMD (2021). Efeitos de diferentes fontes alimentares no desenvolvimento de
Moina minuta Hansen (1899) (Crustacea: Branchiopoda).

Stejskal N, Miranda JM, Martucci JF, Ruseckaite RA, Barros-Velazquez J, Aubourg
SP (2020). Quality enhancement of refrigerated hake muscle by active packaging
with a protein concentrate from Spirulina platensis. Food and Bioprocess
Technology, 13, 1110-1118.

Takyar MBT, Khajavi SH, Safari R (2019). Evaluation of antioxidant properties of
Chlorella vulgaris and Spirulina platensis and their application in order to extend



60

the shelf life of rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) fillets during refrigerated
storage. Lwt, 100, 244-249.



61

CAPITULO 4 - Consideracg0es finais

A suplementacdo com Chlorella pyrenoidosa pode ser considerada promissora na
reacdo inflamatoria de tilapias do Nilo, devido ao seu grande potencial na prevencao
do desenvolvimento ou progressdo da inflamacao, pois foi capaz de auxiliar as
células de defesa e reduzir a producéao de ROS.

A reacdo antiinflamatoéria causada pelo patégeno A. hydrophila pode ser
reduzida pela inibicdo da producdo de ROS e mediadores inflamatorios. A inibicao
significativa de mediadores inflamatorios e citocinas através de Chlorella sugere que
essa microalga seria uma fonte potencial de desenvolvimento de agentes
antiinflamatdrios e uma boa alternativa para os antiinflamatérios convencionais.

Além disso, os resultados das analises microbioldgicas, fisico-quimicas e
sensoriais demonstraram a participacdo da Chlorella pyrenoidosa na vida de
prateleira de filés de tilapia armazenados sob refrigeracdo, aumentando sua vida util.

Todos esses dados indicam que a suplementacdo com ambas as doses (5g e
10g) da microalga realmente melhoram a qualidade microbiolégica e sensorial, além
de retardar o processo de oxidac¢do lipidica dos filés de tilapia durante 30 dias de

vida de prateleira, ressaltando que a dose de 10g foi extremamente satisfatoria.



