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Resumo

THIEL, Patricia Radatz. Paté funcional de tambica (Oligosarcus robustus) e
viola (Loricariichythys anus): estabilidade oxidativa, qualidade microbiologica e
sensorial. 2023. 100f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos) — Programa de Pdés-Graduagdo em Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos, Departamento de Ciéncia e Tecnologia Agroindustrial, Universidade
Federal de Pelotas, 2023.

Os pescados sao importantes componentes na alimentagdo humana, por
fornecerem uma dieta rica em proteinas, micronutrientes e acidos graxos poli-
insaturados (PUFAs). A composi¢cao quimica de paté de pescado € rica em
PUFAs, tornando-se mais suscetiveis a oxidagao lipidica, consequentemente,
desenvolvendo aroma e sabor desagradavel, em virtude de gerar compostos
rangosos, que contribuirem para a presenca de off flavors. Diante disso, o
objetivo do estudo foi avaliar a estabilidade oxidativa, qualidade microbiolégica
e sensorial de paté de tambica (Oligosarcus robustus) e viola (Loricariichthys
anus), contendo Lactobacillus acidophilus e frutooligossacarideos, durante o
periodo de armazenamento em refrigeracdo. Para o experimento, um
delineamento estatistico inteiramente casualizado foi realizado, onde as
analises de pH, acidez titulavel, indice de perdxido (IP), substancias reativas
ao acido tiobarbiturico (TBARS), determinagdo de acidos graxos, compostos
organicos volateis (COV’S), contagem de bactérias psicrotroficas e aerdbias
mesofilas, viabilidade de L. acidophilus LAFTI L10, avaliagdo dos parametros
microbiolégicos e analise sensorial foram organizadas em um esquema
bifatorial, realizado com repeticdo bioldgica. As analises foram realizadas logo
apos o preparo dos patés (0 dia) e aos 15, 30, 45, e 60 dias de armazenamento
refrigerado. Em ambos os patés ao longo do armazenamento ocorreu aumento
da acidez e a reducdo do pH, quanto aos aspectos higiénico-sanitarios em
relagdo aos microrganismos patogénicos se mostraram satisfatorios, e quanto
a qualidade microbiolégica os aerdbios mesofilos mostrou-se uma contagem
reduzida e auséncia de psicrotréficos, e para a viabilidade do L. acidophilus
manteve-se superior a 9 log UFC g até o final do periodo de armazenamento.
Quanto as analises de IP, TBARS, acidos graxos, compostos volateis e analise
sensorial, para o paté de tambica a oxidagdo ndo foi perceptivel pelos
painelistas, durante os 60 dias de armazenamento, corroborando assim com 0s
resultados de 2,39 mEqg/kg (IP) e 0,55 mg de MDA/kg (TBARS). Ja no paté de
viola, no tempo 45, foi perceptivel pelos painelistas o sabor de ranco,
corroborando com os resultados do IP de 4,6 mEg/kg e com a presenga do
composto nonanal (marcador de oxidagao lipidica). Quanto aos acidos graxos,
0 acido araquidénico e o acido a-linolénico no presente estudo apresentaram
uma reducéo significativa em ambos os patés, quando analisado t0 e t60 no
periodo de armazenamento, sinalizando oxidacao lipidica, enquanto o acido
linoleico se manteve estavel durante os 60 dias de armazenamento. Na analise
de componentes principais (ACP) é possivel inferir que aerdbios mesofilos
(AM), sabor agradavel (NT), undecano (V11), decanal (V12), e nonanal (V14)
tiveram maior nivel de contribuicdo em gerar os componentes principais. Houve
atributos negativos relacionados a contagem microbiana, acidez e oxidagéo,
entretanto, os indices foram baixos. Diante disso, conclui-se que é possivel
produzir um produto funcional a base de pescado com frutooligossacarideos e
L. acidophilus LAFT L10, seguro, com qualidade e estabilidade oxidativa pelo
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periodo de 45 dias para o paté de viola e por 60 dias para o paté de tambica,
com armazenamento em refrigeragao.

Palavras-chaves: pescado, probidtico, prebidtico, oxidagao lipidica, seguranga
microbioldgica.



Abstract

THIEL, Patricia Radatz. Functional fish paté tambica (Oligosarcus robustus)
and viola (Loricariichythys anus): oxidative stability, microbiological quality, and
sensory quality. 2023. 100f. Dissertation (Master's in Food Science and
Technology) — Graduate Program in Food Science and Technology,
Department of Agroindustrial Science and Technology, Federal University of
Pelotas, 2023.

Fish are important components in human nutrition, as they provide a diet rich in
proteins, micronutrients, and polyunsaturated fatty acids (PUFAs). The
chemical composition of fish paté is rich in PUFAs, making it more susceptible
to lipid oxidation, consequently developing an unpleasant aroma and flavor due
to generating of rancid compounds contributing to off flavors. Therefore, the
objective of the study was to evaluate the oxidative stability, the microbiological
and sensory quality of tambica (Oligosarcus robustus) and viola (Loricariichthys
anus) paté, containing Lactobacillus acidophilus and fructooligosaccharides,
during the refrigerated storage period. For the experiment, a completely
randomized statistical design was carried out, where analyses of pH, titratable
acidity, peroxide index (Pl), thiobarbituric acid reactive substances (TBARS),
determination of fatty acids, volatile organic compounds (VOCs), count of
psychrotrophic and mesophilic aerobic bacteria, viability of L. acidophilus LAFTI
L10, evaluation of microbiological parameters and sensory analysis were
organized in a bifactorial scheme, carried out with biological repetition. The
analyses were done immediately after preparing the patés (0 days) and at 15,
30, 45, and 60 days of refrigerated storage. In both patés, throughout storage,
there was an increase in acidity and a reduction in pH. In terms of hygienic-
sanitary aspects of pathogenic microorganisms, they were satisfactory, and in
terms of microbiological quality, mesophilic aerobes showed a reduced count
and absence of psychrotrophic, and the viability of L. acidophilus remained
higher than 9 log CFU g until the end of the storage period. Regarding the
analyzes of IP, TBARS, fatty acids, volatile compounds, and sensory analysis,
for tambica paté, oxidation was not noticeable by the panelists during the 60
days of storage, thus corroborating the results of 2,39 mEq/kg (IP) and 0,55 mg
MDA/kg (TBARS). In the viola paté, at time 45, the panelists noticed a rancid
taste, corroborating the PI results of 4,6 mEqg/kg and the presence of the
nonanal compound (a marker of lipid oxidation). As for fatty acids, arachidonic
acid, and a-linolenic acid in the present study showed a significant reduction in
both patés when analyzed at tO and t60 in the storage period, signaling lipid
oxidation, while linoleic acid remained stable during the 60 days of storage. In
the analysis of principal components (PCA), it is possible to infer that mesophilic
aerobes (AM), pleasant taste (NT), undecane (V11), decanal (V12), and
nonanal (V14) had a higher level of contribution in generating the main
components. There were negative attributes related to microbial count, acidity
and oxidation; however, the rates were low. Therefore, it is concluded that it is
possible to produce a functional product based on fish with
fructooligosaccharides and L. acidophilus LAFT L10, safe, with quality and
oxidative stability for 45 days for viola paté and 60 days for paté also, with
refrigerated storage.

Keywords: fish, probiotic, prebiotic, lipid oxidation, microbiological safety.
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1. Introducgao

O pescado é um importante componente para a dieta humana por
apresentar uma qualidade nutricional rica em proteinas, além de acidos graxos
poli-insaturados (6mega-3 e 6mega-6) e micronutrientes (calcio e fosforo,
vitaminas A, D e complexo B) (MOHANTY et al., 2016). Segundo a Food and
Agriculture Organization of the United Nations (FAO, 2022), a alimentagao
saudavel tornou-se uma tendéncia dominante na populagdo em geral, de
consumir alimentos com nutrientes essenciais, em um contexto de aumento do
numero de pessoas com obesidade e doencas relacionadas, em muitos paises.
Com base nisso, estudos demonstram que a ingestao regular de pescado pode
exercer efeitos benéficos a saude do consumidor, como a reducao dos riscos
de doencas cardiovasculares, depressdo, ansiedade, hipertensdo, asma,
artrite, psoriase e diversos tipos de cancer (MACIEL et al., 2015).

Além disso, os alimentos funcionais contendo probidticos e prebidticos
estdo sendo utilizados como uma alternativa a alimentagdo saudavel. Os
probidticos sdo microrganismos vivos, que quando administrados em
quantidades adequadas, conferem beneficio a saude do hospedeiro
(FAO/WHO, 2002, HILL et al., 2014). Os principais beneficios dos probidticos a
saude humana sdo, melhora no transito gastrointestinal, fortalecimento do
sistema imune, devido as mudangas na microbiota intestinal, reducédo do
colesterol, produgéo de acidos graxos de cadeia curta, entre outros (AMBALAM
et al., 2016; MOSSO et al., 2020).

Enquanto que prebidticos, sdo componentes alimentares n&o digeriveis
que estimulam o crescimento de bactérias probidticas influenciando na
diversidade da microbiota, bem como nas atividades metabdlicas. Entre os
prebioticos, os frutooligossacarideos (FOS) fornecem beneficios como ativagao
do sistema imunoldgico e resisténcia a infecgbes (PUJARI et al., 2021). Além
disso, fornecem baixo teor caldrico, desemprenhando um papel importante na
reducao dos niveis de colesterol, triglicerideos e fosfolipidios (DE LA ROSA et
al., 2019).

O desenvolvimento de novos produtos alimenticios, com propriedades
funcionais, aceitagdo sensorial e produzidos a partir de matérias-primas de
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baixo valor agregado e com ampla disponibilidade, € uma necessidade para as
industrias de alimentos se manterem competitivas, com o intuito de atender as

demandas e tendéncias do mercado consumidor (CRUXEN et al., 2021).

Diante disso, os pescados utilizados no estudo s&o de espécies nativas
conhecidas popularmente por tambica (Oligosarcus robustus (Characidae)) e
viola (Loricariichthys anus (Loricariidae)), encontram-se largamente
distribuidos nas planicies costeiras do Brasil, Uruguai, Bolivia e Argentina
(MENEZES, 1969; TAKAGUI et al., 2014). Entretanto, muitas espécies de
pescado sao descartadas ou consumidas pelas familias dos pescadores devido
ao seu baixo valor comercial (CRUXEN et al., 2021), ou muitas vezes seu
consumo é reduzido pelo elevado numero de espinhas (MANCERA-
RODRIGUEZ et al., 2022). Diante disso, ha necessidade de buscar alternativas
para o consumo desses pescados, como agregar valor com a produgao de
derivados.

Dentre os derivados de pescados, o paté € considerado um produto
apreciado pelas caracteristicas sensoriais, sendo possivel obter alguns
produtos comercialmente, principalmente, patés de salmao, atum e anchovas
(MARTINS et al., 2020). Nos ultimos anos novos estudos tém sido
desenvolvidos como, paté a base de pescado de caranha branca (MANCERA-
RODRIGUEZ et al., 2022), paté de salmao (CEDENO-PINOS et al., 2022) e
paté de tambica e viola (CRUXEN et al., 2021) trazendo estratégias para
valorizar o paté de pescado, como a obtengao de um produto funcional.

No entanto, pela caracteristica da matéria-prima, a composi¢ao quimica
de patés de pescado é rica em acidos graxos poli-insaturados (PUFA)
tornando-os desta forma, mais suscetiveis a oxidacdo lipidica,
consequentemente podera desenvolver aroma e sabor desagradavel ao longo
do tempo de armazenamento (NIELSEN ef al., 2011). A combinagdo de
enzimas microbianas e enddgenas (proteases e lipases) causa a deterioragao
dos alimentos, como a oxidacéo lipidica (SORO et al., 2021; BEKHIT et al,,
2021), responsavel pela perda da qualidade e pelo desenvolvimento de off-
flavors (CEDENO-PINOS et al., 2022).
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Nesse contexto, a qualidade microbiolégica é de extrema importancia,
pois afeta a industria alimenticia e o consumidor, podendo levar a perdas
econdmicas e aumentar os casos de intoxicagdo e infecgcdo alimentar. Diante
disso, a deterioracdo de alimentos pela atividade microbiana pode alterar a
textura dos alimentos através da degradagdo de proteinas, carboidratos,
lipideos e os atributos sensoriais. O uso de combinagdes de processamento
(pasteurizacdo), juntamente com uma estratégia de higiene, como as boas
praticas de fabricacdo (BPF), impede a proliferagdo de microrganismos
deteriorantes de alimentos, inclusive os patdogenos que afetam a seguranga do
produto (LORENZO et al., 2018).

Além disso, os atributos sensoriais nos permitem monitorar o
aparecimento progressivo dos compostos de oxidagao lipidica e degradacao
microbiolégica (ABEYRATHNE et al., 2021). A analise sensorial € uma
ferramenta essencial para o desenvolvimento de novos produtos, pois nos
permite identificar pontos fracos e fortes do produto. Com painelistas treinados
pode-se usar diversos métodos de analises, bem como o teste de dominancia
temporal das sensagbes (TDS), que nos permite avaliar uma sequéncia de
sensagdes dominantes durante a degustagcdo. Permitindo avaliar atributos
importantes para cada estudo, como exemplo, oxidacio lipidica, a percepcgao
de crocéncia, percepgao de salinidade (FUREY et al., 2022; PINHEIRO et al.,
2013; ALBERT et al., 2012).
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2. Objetivos
21. Objetivo Geral

Avaliar a estabilidade oxidativa, qualidade microbiologica e atributos
sensorial, durante o armazenamento em refrigeragéo, de patés de Oligosarcus
robustus (tambica) e de Loricariichthys anus (viola) com potencial probiético e
prebiotico contendo Lactobacillus acidophilus e frutooligossacarideos.

2.2. Objetivos Especificos

e Avaliar a oxidacdo de lipidios por meio de analises de acidez, pH,
TBARS e indice de peroxido, ao longo do tempo de armazenamento dos
patés;

e Determinar a estabilidade lipidica dos acidos graxos livres em paté ao

longo do tempo de armazenamento;

e Determinar os compostos volateis dos patés com direcionamento para

compostos de oxidacéo lipidica, durante o periodo de armazenamento;

e Avaliar quanto a qualidade microbiolégica (bactérias aerdbias mesdfilas,
psicrotréficas), e a viabilidade da bactéria probittica, ao longo do tempo

de armazenamento;

e Avaliar quanto aos padrbes microbiolégicos para patés, durante o
periodo de armazenamento, segundo a legislagéo vigente;

e Avaliar através do método de dominancia temporal das sensagdes (TDS)
os patés ao longo do tempo de armazenamento, com painelistas

treinados.
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3. Revisao da literatura
3.1. Pescados

Segundo o Regulamento de Inspegao Industrial e Sanitaria dos Produtos
de Origem Animal (RIISPOA), considera-se como pescados 0s peixes,
crustaceos, moluscos, anfibios, répteis, equinodermos e outros animais
aquaticos de agua salgada e doce usados na alimentagdo humana (BRASIL,
2020).

No século XXI, os setores de pesca (retirada de recursos pesqueiros do
ambiente natural) e aquicultura (cultura de organismos aquaticos em um
espaco confinado), cada vez mais, sdo reconhecidos pela sua seguranga
alimentar e nutricional. O consumo per capita de alimentos aquaticos de origem
animal cresceu de uma média de 9,9 kg na década de 1960, para 20,5 kg em
2019 a nivel mundial devido a retracdo da demanda. Durante as ultimas
décadas, o consumo per capita de alimentos aquaticos foi influenciado mais
fortemente pelo aumento da oferta, mudangcas nas preferéncias dos
consumidores, avangos na tecnologia e crescimento da renda da populagao
(FAO, 2022).

No Brasil, o consumo de pescados per capita € em média, de
aproximadamente 10,5 kg/habitante/ano, abaixo do recomendado pela FAO
(2022), que é de 12 kg/habitante/ano (SANTOS, 2022). E no Rio Grande do Sul
o consumo de pescado no ano de 2013 foi de 2 kg/habitante/ano (BRASIL,
2013).

O Estado do Rio Grande do Sul tem um litoral com 622 km e varios lagos,
rios, represas, lagoas costeiras e estuarios (SANTOS et al., 2014). As espécies
nativas de peixes Oligosarcus robustus da familia Characidae conhecido
popularmente por tambica e Loricariichthys anus, da familia Loricariidae,
conhecida como viola, sdo largamente distribuidos nas planicies costeiras do
Brasil, Uruguai, Bolivia e Argentina (TAKAGUI et al., 2014). A tambica é
descartada pelos pescadores quando capturada pelo seu baixo valor comercial,
e a viola por muito tempo era guardada para o consumo da familia ou

descartada. Porém, a partir de 2006 a viola se tornou mais representativa na
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pesca da Lagoa Mangueira (Santa Vitéria do Palmar, RS, Brasil), tendo assim

um valor comercial apreciavel (SANTOS et al., 2014).

(B)

Figura 1: Imagens dos pescados (A) Oligosarcus robustus (tambica) (B) Loricariichthys
anus (viola)

Fonte: Autor, 2021

O peixe, é considerado um alimento saudavel que fornece de 15 a 25%
da ingestao de proteinas, micronutrientes (vitaminas e minerais) e uma fonte
rica em acidos graxos poli-insaturados (PUFAs) como 6mega (w)-3 (RYU et al.,
2021; MOHANTY et al., 2019). Os PUFAs fornecem uma ampla gama de
beneficios a saude, como a protegao contra inflamagéo e doengas (GANESAN
et al, 2014), considerados assim, como uma classe de &cidos graxos
essenciais necessarios para a atividade bioldgica no organismo. Os PUFAs néo
sdo sintetizados pelo organismo humano, sendo os mesmos obtidos do
consumo de derivados de peixes marinhos, como acido eicosapentaenoico
(EPA) e o acido docosahexaendico (DHA) da familia Omega-3 (UENO et al.,
2019).
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Diante disso, a relacéo de w-3 e w-6 em pescado pode variar devido ao
habitat de agua salgada e doce. Os peixes de agua salgada apresentam uma
relacdo de w-3/w-6 alta, variando entre 5 a mais que 10. Sendo, uma variagcao
caracterizada pela dieta dos peixes ricas em fitoplancton marinhos com alto
nivel de PUFAS da série n-3. E os peixes de agua doce s&o caracterizados pela
alta concentracdo de w-6, especialmente os acidos linoléico e o acido
araquidonico (SOUZA et al., 2007).

O consumo regular de pescado esta associado a diminui¢do de doencgas
crbnicas, portanto, no Brasil o consumo per capita de pescado é
consideravelmente baixo (10,5 kg/habitante/ano), podendo ser refletida na
baixa diversidade dos produtos a base de pescado (SANTOS, 2022).
Entretanto, o consumo de pescado e de peixes com menor valor de mercado
possibilita o uso e aproveitamento dos subprodutos para o enriquecimento
nutricional de outros géneros alimenticios, uma alternativa € a producao de
paté, que se trata de um produto cozido pronto para o consumo (AQUERRETA
et al., 2002; FAO, 2022; SILVA et al., 2022a).

Diante disso, muitas vezes os peixes de baixo valor sdo descartados por
nao ser considerado de qualidade para o consumidor, entretanto, se busca
novas tecnologias para o uso deste pescado, transformando-o em produtos de
maior praticidade e aceitabilidade, ou seja, produtos prontos ou semiprontos,
como exemplo, alméndega, quibe, snack, conservas, empanados, embutidos,
paté ou pasta, e entre outros produtos (RACIOPPO et al., 2021; RIBEIRO et
al., 2018).

3.1.1. Paté de pescado

O paté é considerado um produto importante, com tradicbes
gastronémicas e sensoriais. Tradicionalmente, o paté é elaborado de figado de
ganso ou de visceras de suino, porém nos ultimos anos novos produtos tém
sido produzidos, especialmente os que incluem peixes como salméo, atum,
corvina e anchova (MANCERA-RODRIGUEZ et al.,, 2022; CRUXEN et al.,
2021). Esses produtos ampliam a variedade de patés, permitindo diferentes
propriedades sensoriais € os beneficios nutricionais derivados do uso do

pescado como matéria-prima.
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No Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de Paté, define-se
paté ou pasta, como o produto carneo industrializado obtido a partir de carnes
e/ou produtos carneos e/ou miudos comestiveis, das diferentes espécies de
animais de agougue, transformados em pasta, adicionado de ingredientes e
submetidos a um processo térmico (cozido, pasteurizado, esterilizado)
adequado (BRASIL, 2000).

Nos patés, os ingredientes obrigatérios s&o a carne e/ou miudos, sal, e
sais de cura (nitrito e/ou nitrato de sédio e/ou potassio). Entretanto, deverao
conter no minimo 30% da matéria-prima que o designa, exceto o de figado cujo
limite minimo podera ser de 20% (BRASIL, 2000).

Segundo Gongalves (2011), os patés n&o sao considerados emulsdes
verdadeiras, entretanto, os agentes emulsionantes, como a gordura, agua e
proteinas soluveis estdo diretamente relacionados com a qualidade desta
emulsdo. Além disso, para Ferreira (2011) a qualidade pode ser influenciada
pela utilizagdo dos fosfatos para ligar a agua, pelo tempo, temperatura e
velocidade da homogeneizagao. A retengcéo de agua e gordura esta relacionada
com a estabilidade das emulsdes, onde ligagdes quimicas e forgas fisicas
atuam para obter uma textura final desejada e a integridade da suspensao
coloidal antes, durante e depois do tratamento térmico.

O paté pode ser classificado como cremoso e pastoso, sendo 0 cremoso
produzido com parte da matéria-prima crua e outra cozida, ja o pastoso
somente com matéria-prima cozida. Na produgdo deste produto, a
homogeneizagao dos ingredientes é realizada com o equipamento tipo cutter,
e essa massa pode ser embutida em envoltorio natural ou artificial, ou ainda,
ser acondicionada em vidros fechados hermeticamente, para posterior
tratamento térmico (GONCALVES, 2011).

Uma das estratégias de valorizar o paté de pescado, é a obtencéo de
um produto funcional. Inicialmente, a escolha do tipo de 6leo € importante pois
os consumidores exigem, cada vez mais, produtos alimentares mais saudaveis.
Com base nisso, o estudo propds usar oleo de girassol que € composto

principalmente por acido oleico (w-9) (30%), linoleico (w-6) (59%), estearico
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(6%) e palmitico (5%), além disso, contém vitamina E, carotenoides, ceras,
lecitina e tocoferdis que trazem beneficios a saude do consumidor como,
propriedades funcionais, eficazes na prevengao de doengas humanas como
diabetes, céancer, inflamatorias, hipertensdo, hipercolesterolemia e doencga
coronariana (ADELEKE e BABALOLA, 2020).

No entanto, a estabilidade desse produto pode ser afetada por varios
fatores, tais como atividade microbiana ou reagdes quimicas. Os
microrganismos mais encontrados em peixes sdo: coliformes, enterococos,
estafilococos, sendo a principal fonte a manipulagdo, como também
microrganismos (psicrotroficos e aerobios mesofilos) que podem reduzir a vida
util do paté pela atividade proteolitica e lipolitica. Sendo assim, € importante o
monitoramento dos parametros microbiolégicos e o0s microrganismos
deteriorantes com o intuito de proporcionar seguranga e qualidade ao produto,
respectivamente (MANCERA-RODRIGUEZ et al., 2022). Quanto as reagdes
quimicas, durante o armazenamento sob refrigeracdo, podem ocorrer a
deterioragdo quimica pela degradagao dos lipideos, associada principalmente
com a lipdlise e auto oxidagdo. Os principais agentes que envolvem esse
processo sao oxigénio e fragao lipidica insaturada do pescado, que leva a
formacédo de hidroperéxidos, formando o sabor de rango. Assim, 0 uso de
antioxidantes na elaboracéo de produtos de pescados se faz necessario, pois
inibem ou retardam a oxidagdo aumentando a vida util do produto (ALI et al.,
2019).

3.2. Alimentos funcionais

3.2.1. Probiodticos

As bactérias acido-laticas (BAL) sdo normalmente, utilizadas como
culturas iniciadoras e possuem um longo histérico de aplicagbes na industria
de alimentos, pela produgédo de diferentes metabdlitos, como acidos organicos,
etanol, compostos aromaticos, exopolissacarideos e bacteriocinas (PENG et
al., 2020). Contribuem para o aumento da vida util dos alimentos, através da
diminui¢cdo do pH, podendo também modificar as propriedades sensoriais dos

alimentos fermentados. Além disso, algumas cepas de BAL tém sido
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adicionadas em alimentos por causa do seu potencial probidtico, onde
fornecem beneficios ao consumidor (FREIRE et al., 2021).

Os probidticos sdo definidos como microrganismos vivos que, quando
administrados em quantidades adequadas, conferem beneficios a saude do
hospedeiro (FAO/WHO, 2002; HILL et al.,2014). Na ultima década, o mercado
de alimentos probidticos tem sido cada vez mais intensificado, trazendo além
de produtos lacteos (iogurtes, sorvetes, queijos), também sucos, bebidas, e
formulagdes infantis (GU et al., 2022).

Entretanto, em produtos a base de pescado sdo poucos estudos que
avaliam a aplicagao de probidticos. No estudo realizado por Porfirio (2020), na
formulacdo de paté de peixe a base de pintado amazbnico, foi adicionado
juntamente com Staphylococcus xylosus, a bactéria probiotica Pediococcus
pentosaceus atingindo 9,32 log UFC g no 24° dia de armazenamento.
Enquanto Cruxen et al. (2021), formularam patés de pescados (Oligosarcus
robustus e Loricariichythys anus) com potencial prebidtico e probidtico
analisados por 45 dias de armazenamento o potencial probiético, no modelo de
regresséo identificaram que até o 34° dia de armazenamento refrigerado, os
produtos apresentaram contagens de L. acidophilus superiores de 6 log UFC g
. J& Guimaraes et al. (2020), desenvolveram um doce probiotico a base de
surimi, utilizando peixe de baixo valor comercial e a cultura probidtica
Bifidobacterium animalis subsp. lactis, foi adicionada ao doce através da

incorporagao de um revestimento comestivel de gelatina.

Os probioticos podem fornecer beneficios aos individuos, devido a sua
capacidade de restaurar a microbiota intestinal (GU et al., 2023), assim, &
importante utilizar probidticos para tratamentos de doengas gastrointestinais,
como diarreias, constipacao, controle da obesidade, prevencédo de diabetes,
aumento da sintese de acidos graxos de cadeia curta e modula a fungao
imunologica para fornecer beneficios ao hospedeiro (TRIDIP et al., 2022),
também diminui a disposicdo de alergia alimentar (GU et al., 2023) e outras
doengas ndo associadas ao trato gastrointestinal como cancer colorretal
(HENDLER e ZHANG, 2018), reduzindo a intolerancia a lactose (OLIVEIRA et
al., 2022), controle dos niveis de colesterol (ISLAM et al., 2022a), entre outros.
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No desenvolvimento de produtos probioticos, Papadopoulou et al. (2018)
sugerem que a cepa probidtica deve apresentar uma concentragdo superior a
6 log UFC g ao longo do periodo de armazenamento, e a maioria dos
pesquisadores sugere que uma populagdo de 6-7 log UFC g™' é necessaria no

momento do consumo do alimento.

Com relagdo a viabilidade dos microrganismos probidticos, muitos
fatores podem influenciar como o processamento, armazenamento, manuseio,
transporte e vida util dos produtos probiéticos. Além disso, os microrganismos
probioticos precisam sobreviver apds a sua ingestao, nas condigbes acidas do
estbmago e aos sais biliares do intestino delgado, para atingirem a mucosa
intestinal e fornecer seus beneficios para o consumidor. Diante do exposto, é
essencial garantir uma alta taxa de sobrevivéncia dos probidticos durante a
produgao, bem como na vida util do produto, a fim de manter a confianca do

consumidor nos produtos probioticos (ASPRI et al., 2020).

Os probidticos do grupo de BAL, mais utilizados pertencem ao género
Lactobacillus (L. acidophilus, L. casei, L. delbrueckii subsp. bulgaricus, L.
cellobiosus, L. curvatus, L. fermentum, L. lactis, L. plantarum, L. reuteri, e L.
brevis). No entanto, € importante destacar que o género Lactobacillus que
compreende 261 espécies de diversos niveis fenotipicos, ecoldgicos e
genotipicos, passou por uma reclassificacdo recentemente, e algumas
espécies desse género tiveram sua nomenclatura alterada como,
Lacticaseibacillus casei, Lacticaseibacillus paracasei, Lacticaseibacillus
rhamnosus,  Lactiplantibacillus  plantarum,  Levilactobacillus  brevis,
Ligilactobacillus salivarius, Limosilactobacillus fermentum, Limosilactobacillus
reuteri, enquanto as demais como L. acidophilus, L. delbrueckii subsp.
bulgaricus, L. herveticus, L. johnsonii, L. gasseri ndo tiveram alteragbes na
nomenclatura (ZHENG et al., 2020). Também bactérias n&o pertencentes ao
grupo de BAL, como espécies do género Bifidobacterium (B. bifidum, B.
adolescenteis, B. lactis, B. infantis, B. thermophilum, e B. longum), sao
aplicadas em alimentos. A selecdo de uma cepa probidtica, se deve a diversos
critérios como seguranga, aspectos tecnoldgicos, funcionais e fisiolégicos
(TYUTKOV et al., 2022).
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Lactobacillus acidophilus € uma bactéria homofermentativa, possui a
capacidade de fermentar diversos carboidratos, principalmente glicose, lactose,
e celobiose, com isso habitam ambientes com alta concentragéo de agucares
como o trato gastrointestinal. As condigdes 6timas para sua multiplicagdo sao
em temperaturas de 35 °C a 40 °C e valores de pH de 5,5 a 6,0 (FURTADO e
FARINA, 2021).

Na saude humana, o consumo de alimentos funcionais contendo L.
acidophillus apresenta atividade nao apenas para a modulacdo do trato
gastrointestinal, mas também outras vantagens na melhora da resposta imune
humoral, dos sintomas de pds-menopausa, no controle da hipertensao arterial,
na reducéo do colesterol sérico, nos sintomas de asma, na melhora do quadro
de dermatite atdpica, e na utilizacdo em transtornos de saude mental como a
depressdo (FURTADO e FARINA, 2021).

Silva et al. (2022b) avaliaram Lactobacillus acidophilus (La-14) como
cultura probidtica livre e em capsulas probidticas variando em 6 tratamentos
diferentes, além disso o estudo variou entre os tratamentos o uso de sal
hipossodico em manteiga. O tratamento com culturas probidticas livres em 45
dias de armazenamento apresentaram 6 log UFC g, ja para as capsulas com
L. acidophillus apresentaram acima de 8,45 log UFC g, em 45 dias de
armazenamento. Enquanto Cruxen et al. (2021), analisaram por 45 dias de
armazenamento o potencial probiético do L. acidophilus em paté de pescado,
sendo que com o modelo de regresséao, identificou-se que até o 34° dia de
armazenamento refrigerado, os produtos apresentaram contagens de L.

acidophilus superiores de 6 log UFC g™.

3.2.2. Prebiodticos

Prebiotico € um componente alimentar n&do viavel, que confere um
beneficio a saude do hospedeiro associado a modulagcdo da microbiota
(GIBSON et al., 2017). Séao considerados quimicamente estaveis, em amplas
faixas de temperatura e pH, e resistentes as ag¢des hidroliticas das enzimas
intestinais (SINGH et al., 2017).
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A modulacéo dietética da microbiota intestinal por prebidticos € projetada
para melhorar a saude, estimulando os niveis de bactérias probidticas como
Bifidobacterium sp. e Lactobacillus sp. (CUNNINGHAM et al., 2021). Com uma
microbiota intestinal considerada 6tima, pode aumentar a resisténcia contra
bactérias patogénicas (SINGH et al., 2017), aumentar a estimulagdo da
resposta imune (CUNNINGHAM et al., 2021) e reduzir o risco de cancer de
colon (MARKOWIAK e SLIZEWSHA, 2017). Além disso, o consumo de
prebidticos também pode aumentar a biodisponibilidade de minerais
nutricionalmente importantes, como calcio, magnésio e ferro (SINGH et al,,
2017).

Os principais prebiéticos utilizados em produtos alimenticios s&o inulina,
frutooligossacarideos (FOS), galactooligossacarideos (Ga0s),
xilooligossacarideos (XOS), lactitol, lactosacarose, lactulose, oligossacarideos
de soja, transgalacto-oligossacarideos (TOS) (SINGH et al, 2017,
MARKOWIAK e SLIZEWSHA, 2017). Dentre estes, os frutooligossacarideos
(FOS) séao os oligossacarideos pertencentes ao grupo dos frutanos, composto
por uma porgao de glicose seguida por duas a nove unidades frutosil ligadas
por ligagdes glicosidicas 3 (2-1) ou 3 (2-6), por exemplo, 1-kestose (uma glicose
e duas frutoses), nistose (uma glicose e trés frutose) e frutofuranosil nistose
(uma glicose e quatro frutose) (SINGH et al., 2017; MACEDO et al., 2020).

Os FOS sao fibras estaveis, hidrossoluveis, capazes de suportar
temperaturas até 140 °C e ainda pH entre 3 e 7. Sua capacidade de retencao
de agua é superior a da sacarose e nao participa da reagdo de Maillard e de
caramelizag&o, por ser um carboidrato ndo-redutor (ROSA e CRUZ, 2017,
MACEDO et al., 2020). Ocorrem naturalmente em plantas como cebola,
chicéria, alho, soja, aspargo, banana, alcachofra, entre outros (RAHIM et al.,
2021).

Dentre suas caracteristicas, apresentam baixas calorias, ajudando na
reducao do nivel de colesterol, inibindo o crescimento de bactérias patogénicas
e melhorando a absorgdo de minerais no intestino (SINGH et al., 2017). Na
industria alimenticia tem aplicagdo em bebidas lacteas, doces, balas,

sobremesas e geleias, com uso indicado em formulagdes dietéticas como
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sorvetes, cremes vegetais, patés e sobremesas, adicionados em barras de
cereais e biscoitos para elevar o conteudo de fibras alimentares (ROSA e
CRUZ, 2017).

A alta aplicabilidade de FOS na industria alimenticia, se da por suas
caracteristicas fisico-quimicas estaveis, diferente de outras fibras, que por ndo
possuir sabor indesejavel e n&o alterar a viscosidade dos produtos o
desenvolvimento de alimentos ricos em fibras garantem ao produto
caracteristica semelhante ao original. Além disso, os FOS sao altamente
higroscopicos, sendo aplicado em alimentos para aumentar a umectancia e
diminuir a atividade de agua, consequentemente assegura a estabilidade
microbiolégica (MACEDO et al., 2020).

Estanech et al. (2020), avaliaram o efeito da adicdo da inulina e fécula
de mandioca em paté de bicuda (Sphyraena tome) em relagcdo a umidade,
capacidade de retencédo de agua e textura. As variaveis de concentragao de
agua, inulina e amido de mandioca influenciaram significativamente (p < 0,05)
os parametros de textura, dureza, gomosidade, mastigabilidade e a capacidade

de retengéo de agua.

A influéncia da adigao de frutooligossacarideos e duas cepas comerciais
de probioticos (L. paracasei e L. rhamnosus GG) sobre diferentes parametros
tecnoldgicos, microbioldgicos e sensoriais foram avaliadas em salsicha com
baixo teor de gordura. Verificando assim que uma diminuicdo de 29 % do teor
de gordura com a adi¢do do FOS ndo afetou suas caracteristicas sensoriais,
textura e cor trazendo uma nova estratégia para a produgéo deste produto (BIS-
SOUZA et al., 2020).

Buran et al. (2021) analisaram o perfil reologico, sensorial e volatil de
kefir simbidticos produzidos a partir de leite de vaca e de cabra contendo
probiotico (L. acidophillus e B. bifidum) usados individualmente em combinagao
com frutooligossacarideos. Os resultados da combinagéao do L. acidophilus com
FOS e leite de cabra teve um efeito melhor sobre o conteudo de acetaldeido,
viabilidade do probiético e apreciagédo sensorial global das amostras no final do

armazenamento, em relagdo a combinacao do B. bifidum e FOS.
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Em paté de tambica e viola com probidtico, prebidtico e
frutooligossacarideos adicionado em 10% fornece o correspondente a 4% de
fibora diaria necessaria para uma dieta equilibrada. Sensorialmente, as
formulagdes tiveram aceitagao acima de 79,2%, e uma intengcdo de compra de
74,0% e 74,7% para os patés de tambica e viola, respectivamente (CRUXEN
et al., 2021).

3.3. Estabilidade dos produtos de pescado

A estabilidade de um alimento, € determinada pelo periodo de tempo no
qual o alimento permanece seguro e adequado para 0 consumo em que sao
considerados aceitaveis pelo fabricante, consumidor e pela legislagdo vigente.
Varios sao os fatores que influenciam na estabilidade dos produtos, como
fatores intrinsecos (nutrientes, pH, atividade de agua) e fatores extrinsecos
(temperatura, oxigénio, umidade). Com o entendimento da influéncia e
interacdo desses fatores intrinsecos e extrinsecos, é possivel aumentar a
estabilidade dos produtos (ANVISA, 2018). A estabilidade de patés, pode ser
influenciada por varios fatores em virtude da sua composigcdo quimica
principalmente, que possibilita o crescimento microbiano e as reagdes

quimicas, reduzindo a vida util do produto.

Com base nisso, um conjunto de reagbes quimicas, fisicas, e
microbioldgicas podem ocorrer diminuindo a seguranga e qualidade do produto.
Para avaliar a deterioragao que ocorre durante a vida util sdo utilizados diversos
procedimentos, como, analise de pH, avaliagdo de acidos graxos, umidade, teor
de gordura, proteinas, analises microbiologicas, avaliagdo oxidativa, entre
outros. Além desses parametros, a avaliagdo das caracteristicas sensoriais
(aparéncia, odor, sabor e textura) com provadores treinados ou n&o, pode ser
realizada como uma medida subjetiva dos primeiros parametros (SORO et al.,
2021).

O pescado in natura € marcado pela sua alta perecibilidade, podendo
acarretar em modificagdes na cor, textura e odor devido suas caracteristicas
fisico-quimicas que promovem a atividade microbiana (ALEXANDRE et al.,
2021; SORO et al.,, 2021). O paté de pescado pode apresentar vantagens

nutricionais e uma alternativa para o consumo do pescado, no entanto, podem
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ser mais suscetiveis a oxidacao de lipidios e o desenvolvimento de off-flavors
responsaveis pela perda da qualidade (CEDENO-PINOS et al., 2022).

Os lipidios sdo componentes essenciais na qualidade dos produtos, pois
contribuem com atributos como textura, sabor, perfil aromatico, nutricdo e
densidade calorica (MOHAN et al., 2022). Porém, s&o altamente oxidaveis, e a
oxidagao lipidica pode provocar a alteracdo de vitaminas, acidos graxos
essenciais, pigmentos, proteinas e das propriedades sensoriais (WU et al,,
2022a). A degradagao dos acidos graxos poli-insaturados, pode resultar em
produtos residuais, como aldeidos (hexanal, pentanal), cetonas, alcoois
(pentanol), hidroperdxidos, epoxidos e esterois oxidados. Esse conjunto de
deterioracdo é um processo irreversivel que contribui para o desenvolvimento
de caracteristicas sensoriais inaceitaveis, como a formag¢ao do odor rangoso,
mas também causam doencgas, como inflamacgao, envelhecimento, cancer e

aterosclerose, em humanos (ARYEE et al., 2022).

Com base no exposto, a estabilidade oxidativa € um problema decisivo
na qualidade de muitos alimentos processados. Uma alternativa para aumentar
a estabilidade oxidativa é o uso de antioxidantes, que tem capacidade de inibir
a oxidacédo lipidica, geralmente eliminando os radicais livres, decompondo
peréxidos, diminuindo as concentragdes locais de oxigénio ou desativando
iniciadores de oxidacdo, aumentando assim, o tempo de armazenamento dos
mesmos (NIETO e LORENZO, 2021).

Para acompanhar o desenvolvimento dessa oxidag&o realiza-se o teste
de substéncias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS), que visa quantificar o
malonaldeido (MDA) que é um dos principais produtos formados durante o
processo oxidativo. Além da analise fisico-quimica, pode ser realizada a analise
sensorial que analisa e interpreta as respostas humanas as propriedades dos
alimentos, a avaliacdo em relagdo ao tempo-intensidade (Tl) e dominancia
temporal das sensagdes (TDS). A realizagdo desta analise fornece aos
painelistas a oportunidade de dimensionar a intensidade da oxidagao lipidica
percebida ao longo do tempo (PINHEIRO et al., 2013; ABEYRATHNE et al.,
2021).
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3.3.1. Oxidacgao lipidica

A oxidacéao lipidica € umas das principais causas de deterioracdo e perda
de qualidade dos alimentos, dependendo dos mecanismos de reagao e fatores
envolvidos, pode ser dividida em auto oxidacao, foto-oxidacdo e oxidagao
catalisada por enzimas. A auto oxidacao trata-se de reagdes em cadeia,
constituida pelas fases de iniciagao, propagacao e terminagéo, e que envolvem
a produgéo de radicais livres (FOGACA e SANT'ANA, 2009; ABEYRATHNE et
al., 2021)

Na etapa de iniciagdo, ocorre a remog¢éo de um atomo de hidrogénio de
uma cadeia do acido graxo (AG) produzindo um radical livre, sendo essa reagao
iniciada pela presenca de catalisadores, tais como oxigénio singlete, pigmentos
e decomposigédo de hidroperoxidos. Em seguida, o radical livre de AG reage
com o oxigénio molecular, produzindo um radical peroxil (ROOe¢). Nesta
segunda etapa se da a auto propagacéo, ja que os radicais peroxil reagem com
outros AG, formando mais radicais livres como parte de uma reagdo em cadeia
(hidroperéxidos (ROOH) e um novo radical aquil). Os hidroperoxidos, quando
decompostos por acao de aquecimento, luminosidade e metais, formam
produtos secundarios, dentre eles cetonas, aldeidos, alcoois capazes de
participar na reacdo em cadeia dos radicais livres, levando a rancidez e ao
aparecimento de off-flavor. A decomposi¢cao também leva a formacado de
radicais alcoxi (RO*) e hidroxil (OH*), que estdo disponiveis para continuar
reagindo e dar prosseguimento ao processo de oxidagdo. O término das
reacdes individuais ocorre por meio da reagao com outros radicais livres, o0 que
resulta em compostos estaveis, conforme a Figura 1 (CAMPBELL-PLATT,
2015; MATTOS, 2017).
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Figura 2 - Reagbes que ocorrem durante a auto oxidagao dos lipideos

Fonte: CAMPBELL-PLATT, 2015

A oxidacéo lipidica depende de muitos fatores externos e internos. Esses
fatores podem desenvolver o rango, uma producao de compostos responsaveis
pelos off flavors e off odors. Esses tipos de reacdes ndo s6 diminuem a vida util
do produto como podem afetar o valor nutricional e gerar compostos
prejudiciais a saude, tais como os subprodutos hexanal, propanal,
malonaldeido, 4-oxo-2-nonenal (4-ONE) e 4-hidroxi-2-nonenal (4-HNE). O
subproduto da oxidagdo (4-ONE), é um potente modificador de produtos
quimicos e bioquimicos e é mais toxico que o 4-HNE (ABEYRATHNE et al,,
2021; MOHAN et al., 2022).

Como o paté possui elevado teor de gordura e baixo percentual de
antioxidantes, resulta na degradacgéo de acidos graxos insaturados e geragao
de produtos residuais, como malonaldeido (MDA), levando a deterioragdo da
qualidade nutricional e sensorial. Para evitar ou retardar a oxidagao de lipidios,
sdo acrescentados antioxidantes aos produtos alimenticios, portanto, sua
capacidade de inibir as reacbées em condigdes adversas, como alta
temperatura, pH extremo e luzes fortes podem ser afetadas. Diante disso,

verifica-se a importancia de determinar o nivel de oxidagao pois os lipidios séo



32

considerados os principais parametros de analise da vida util do produto
(PINHEIRO et al., 2020; ABEYRATHNE et al., 2021).

3.3.1.1. Métodos analiticos para determinar a oxidagao
lipidica

Varios métodos quimicos e instrumentais tém sido propostos através dos
anos, para avaliar a qualidade e estabilidade de produtos quanto a oxidagao
lipidica. Os métodos utilizados para determinar a oxidacao lipidica podem ser
divididos em diretos (produtos primarios e secundarios) ou indiretos (método
fluorométricos e avaliagao sensorial). Os métodos mais utilizados para avaliar
os produtos primarios sdo indice de peroxido, dienos conjugados, e para 0s
produtos secundarios sdo TBARS e métodos cromatograficos (ABEYRATHNE
et al., 2021).

3.3.1.1.1. Indice de Peréxido

O indice de peréxido é considerado um método adequado para avaliagao
dos produtos primarios da oxidacdo de lipideos, os quais sdo compostos
produzidos nas etapas de iniciagédo e propagagao. Por se tratarem dos produtos
iniciais da oxidacao, eles podem aparecer precocemente na oxidagao de
lipideos. No entanto, nas etapas mais avangcadas da oxidacdo, as
concentragbes desses compostos diminuem, bem como suas taxas de
formagao que se tornam mais lentas que as de decomposigcdo (DAMODARAM
et al., 2010).

Nos estagios iniciais da oxidagdo, ocorre o aumento dos hidroperoxidos,
devido seu aumento ser maior do que a decomposicdo. Porém, esses
compostos sdo altamente instaveis em estagios avangados de oxidagao, sendo
gue a sua decomposi¢ao € maior do que sua formacgao, observando assim uma
diminui¢cdo do teor de hidroperéxido (indice de perdxido). Diante disso, o seu
baixo valor pode tanto apresentar oxidagao inicial como avangada, tornando-se
uma subestimagédo do grau de oxidagao, entretanto, recomenda-se avaliar a
evolugao do valor de peroxido ao longo do tempo, para identificar o crescimento
ou decrescimento da curva de concentragéo do hidroperéxido (DOMINGUEZ et
al.,2019).
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Os métodos mais utilizados sdo baseados no poder redutor (iodo ou
ferro), onde necessita de uma extrag&o prévia, naqueles onde se encontram os
hidroperoxidos. A analise mais utilizada é a iodométrica, baseada na conversao
do iodeto em iodo, promovida pelo hidroperdxido. A sua concentragao esta
diretamente relacionada a liberagao de iodo, que é medida pela titulacédo do
tiossulfato de sédio na presenca de amido como indicador. Os resultados sao
expressos em miliequivalentes (mEq) de oxigénio por kg de 6leo, sendo 1 mEq
é igual a 2 mmol de hidroperéxido (DAMODARAM et al., 2010; DOMINGUEZ
et al., 2019).

Os valores de peroxido, tradicionalmente, estdo entre 0 e 20 mEqg/kg,
indicando o valor baixo de IP na sua fase final deve coincidir com as altas
concentragdes de produtos secundarios (aldeidos, cetonas, alcoois e ésteres),
e os valores mais altos é possivel detectar odor desagradavel e rancidez
(BELLAVER et al., 2004).

3.3.1.1.2. Substancias reativas do acido tiobarbiturico (TBARS)

A analise de TBARS é considerada para avaliar os produtos secundarios
da oxidagao lipidica, formados a partir da decomposicado de hidroperéxidos de
acidos graxos por reagdes de 3-clivagem. Um dos principais produtos formados
no processo oxidativo € o malonaldeido (MDA) sendo um aldeido produzido
durante a quebra de acidos graxos insaturados. O rendimento do MDA durante
a oxidagao de lipideos depende da composi¢ao de acidos graxos, sendo quanto
mais insaturada maior quantidade de MDA ¢é produzida. O TBA também pode
reagir com outros aldeidos produzidos na oxidag&o, especialmente os aldeidos
insaturados (ABEYRATHNE et al., 2021; DAMODARAM et al., 2010).

O teste de TBARS é considerado o principal para quantificar MDA,
consiste numa medida colorimétrica de um complexo formado entre acido
tiobarbiturico (TBA) e o MDA que oferece uma absorbancia maxima em 532-
535 nm, quantificando assim em espectrofotometro. O limite aceito por diversos
estudos varia em valores de 2-2,5 mg MDA/kg, para a formagdo do rango
(DOMINGUEZ et al., 2019)



34

3.3.1.1.3. Compostos volateis

A composicdo de compostos volateis fornece perfis de compostos
aromaticos caracteristicos, que sao especificos para diferentes tipos de
produtos. Compostos encontrados em produtos de pescados variam da espécie
de pescado e das especiarias utilizadas na producédo dos produtos, podendo
conter compostos volateis como, alcoois, aldeidos, alcanos, alcenos, ésteres,
cetonas, pirazinas, compostos de enxofre, alcoois insaturados, aldeidos
insaturados, entre outros (DUFLOS et al., 2005).

Os compostos volateis estdo diretamente associados a aceitacdo dos
alimentos pelos consumidores, diante disso, um dos parametros mais
importante é o sabor e aroma, que esta relacionado diretamente com a
qualidade do produto. A qualidade do aroma do pescado muda rapidamente
conforme seu grau de frescor, este odor caracteristico esta associado pelos
compostos de aldeidos e cetonas, tende a mudar como resultado da agao
enzimatica e microbiana durante a deterioragdo (WU et al., 2022b). Outrossim,
compostos como terpenos sabineno, mirceno, limoneno, compostos sulfurados
podem aparecer em produtos a base de pescado derivados dos condimentos,
como da pimenta, alho, cebola e da paprica (GANDEMER et al., 1999;
STAHNKE et al., 2001; BERGER e SCHMIDT, 1998).

Compostos volateis, como hidrocarbonetos, aldeidos, cetonas ou acidos
sdo resultantes da oxidacao lipidica dos produtos primarios. O pentano e o
hexanal sdo os compostos que provém da degradacdo do acido linoleico e
araquidénico, os quais fazem parte de uma grande variedade de produtos. Em
pescados, frequentemente, sdo identificados odores terrosos e mofados que
podem ser resultado de trés vias, (i) compostos de odor existentes
naturalmente no peixe (aldeidos, cetonas, hidrocarbonetos, furano, sulfeto e
naftaleno), (ii) compostos gerados por reagdes microbianas (acidos
carboxilicos e compostos fendlicos) e enzimaticas (2,4,7-decadienal) e (iii)
compostos da autoxidagdo (aldeidos (heptanal, nonanal) e entre outros) (LIU
et al., 2021).

As moléculas de aldeidos podem ser observadas como indicadores do
estado oxidativo e da contaminagdo microbiana de produtos. Segundo Stohr et



35

al. (2001), em salm&o defumado foram observados que muitos microrganismos
e as BAL sdo responsaveis pela producdo de odores tipicos como azedo,
rangoso e sulfuroso. Odores desagradaveis (aminoacidos livres) podem estar
relacionados aos produtos do metabolismo bacteriano, possivelmente,
originarios das principais vias catabodlicas de lipideos, carboidratos e
aminoacidos, dentre eles, muitos compostos carbonilicos e precursores de
aldeidos. Eles também podem constituir produtos de degradacéo de reagdes
de oxidagdo de acidos graxos e indicar o nivel de alteragdo de um produto,
porque frequentemente apresentam odores desagradaveis, no caso do

pescado seria o propanal (VARLET et al., 2007).

Nielsen et al. (2011), avaliaram o retardamento da oxidagao lipidica em
paté de pescado enriquecido de 6leo de peixe onde observaram no estudo 1
(analise de volateis usando CG/MS de headspace dindmico) os produtos de
oxidacao secundaria durante o armazenamento categorizado em dois grupos:
um onde os volateis aumentaram durante o armazenamento (1-penten-3-ol, 1-
pentanol, 2-penten-2-ol, hexanal, 1- octen-3-ol e t,t-2,4-heptadienal) e um grupo
onde quase nenhum desenvolvimento foi observado (nonanal e octanal). Ja no
estudo 2 (analise de volateis usando CG/MS por microextragao em fase sélida)
foram detectados cinco aldeidos (2-butenal, hexanal, 2-hexenal, 4-heptenal e
octanal) e um alcool (1-hexanol) e todas as amostras apresentaram niveis
baixos de volateis até a oitava semana, quando apds esse periodo o teor de

volateis aumentou.

Cedeno-Pinos et al. (2022), avaliaram extrato de alecrim como
antioxidante natural em paté de salmao formulado com linhaga, obtiveram um
total de vinte compostos volateis, incluindo varios hidrocarbonetos, alcoois,
aldeidos, cetonas, acidos organicos e terpenos. No geral, a abundancia de 1-
pentanol e 1-hexanol aumentaram com o armazenamento a frio, enquanto, em
contraste, a abundancia de hexanal e 2-metil-propanal diminuiram no 42° dia.
Esses quatros compostos volateis, foram estudados como possiveis

marcadores da oxidacgao lipidica no paté de salmé&o.

Os produtos volateis de oxidacéao lipidica costumam ser avaliados por
cromatografia gasosa com uso de injegao direta, headespace, estatico ou
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dinamico ou microextragdo em estado solido (SPME). A medi¢cdo de compostos
volateis da oxidacdo lipidica tem como vantagens a alta correlagdo com a
analise sensorial em comparagao com produtos primarios de oxidagao
(DAMODARAM et al., 2010).

3.3.1.1.4. Acidos Graxos Livres

Os acidos graxos s&o encontrados em diferentes matrizes alimentares,
como Oleos vegetais, sementes, nozes, pescados, entre outros. Esses acidos
graxos podem ser divididos em quatro grupos, os saturados (SFA),
monoinsaturados (MUFA), poli-insaturados (PUFA) e gordura trans (TFA).
(HEWAVITHARANA et al., 2020).

Os peixes possuem acidos graxos saturados (SFA), monoinsaturados
(MUFA) e poli-insaturados (PUFA). Entre os acidos graxos poli-insaturados
estdo o acido eicosapentaenoico (EPA, C20:5n-3) e acido docosahexandico
(DHA, C22:6n-3) (ARINO et al., 2013). Em patés de viola e tambica, foi
encontrado maior abundancia de acidos graxos linoleico (C18:2n6c) e oleico
(C18:1n9c), seguidos de acido palmitico (C16:0) e estearico (C18:0) (CRUXEN
et al., 2021). Os acidos graxos poli-insaturados e monoinsaturados tém como
seus principais representantes o acido linoleico e oleico, respectivamente O
acido linoleico é considerado o PUFA mais abundante na dieta humana, e por
ser um acido graxo essencial ndo é sintetizado pelo organismo humano, diante
disso, os acidos graxos da familia w-3 e w-9 precisam ser fornecidos pela
alimentacdo (MARANGONI et al., 2020).

Os alimentos que contém a&acidos graxos insaturados, estdo mais
suscetiveis a oxidacdo lipidica, pela exposicdo prolongada ao oxigénio
atmosférico e através das ligagdes duplas que quando ocorre o rompimento da
cadeia de carbonos na zona dessa ligacdo, consequentemente, se da a
formacdo de aldeidos de cadeia curta, de sabor e odor desagradavel (REGO,
2012).

Com base nisso, a peroxidagdo dos acidos graxos insaturados pode
gerar produtos da oxidagdo secundaria, como alcanos, alcenos, aldeidos,

cetonas e entre outros. Esses compostos podem reduzir o valor nutricional,
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formar sabores indesejados e os radicais livres formados durante a oxidag&o
podem participar do desenvolvimento da aterosclerose (ARAB-TEHRANY et
al., 2012).

Na oxidacdo n&o enzimatica (autoxidagdo e fotooxidagdo), a
peroxidacdo w-6 PUFAS pode gerar os 4-hidroxi-2-nonenal (HNE) e na
peroxidacdo w-3 PUFAS pode gerar 4-hidroxi-2-hexanal (HHE), além de
compostos derivados de aldeidos e alcanos. Neste processo de oxidagao, os
produtos n&o enzimaticos podem induzir no organismo do individuo o estresse
oxidativo e inflamatorio, isso quando os metabdlitos estdo em altas
concentragdo no alimento consumido, no entanto em baixas concentragdes,
podem exercer efeitos antioxidantes. Os aldeidos, como o MDA e o HNE séao
considerados com uma alta toxicidade devido a sua capacidade de se reticular
com proteinas e se ligar a acidos nucléicos (ARAB-TEHRANY et al., 2012;
TAO, 2015).

Diante disso, é de extrema importancia avaliar a oxidagao lipidica no
produto, pois além de deteriorar os alimentos com caracteristicas inaceitaveis
e perda de valor nutricional, a oxidagado pode resultar em problemas de saude
(ARAB-TEHRANY et al., 2012). Normalmente, a composigao dos acidos graxos
€ analisada por cromatografia gasosa-espectrometria de massa (CG-EM)
devido as vantagens em eficiéncia, seletividade e custo (HEWAVITHARANA et
al., 2020).

3.4. Avaliagao Microbiolégica

O desenvolvimento microbiano estda associado com mudangas
sensoriais e fisico-quimicas no produto. O pescado, por possuir um elevado
conteudo de nutrientes (proteina e acidos graxos poli-insaturados), fatores
intrinsecos (alta atividade de agua e pH préximo a neutralidade), e fatores
extrinsecos (alto teor de umidade relativa), estd mais propicio para
contaminagdo microbiana. A falta de condi¢gbes ideais como refrigeracao,
manuseio e transporte, podem apresentar alteragdes indesejaveis que diminui
o tempo de vida util do produto (ALEXANDRE et al., 2021). Entretanto,
parametros como a temperatura, o tipo de embalagem, o tipo de

processamento como salga e acidificagdo, ou tratamento térmico em
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combinagado, podem aumentar a vida util dos produtos a base de pescado
(ICMSF, 2015).

Além das combinagdes de processamento, o uso de estratégias de
higiene, como as boas praticas de fabricagdo (BPF), o sistema de analises de
perigos e pontos criticos de controle (APPCC), e de rastreabilidade da matéria-
prima bem como do produto final podem prevenir a distribuicdo de alimentos
de ma qualidade, ajudando assim a conter a proliferagdo de microrganismos
patogénicos e deteriorantes em alimentos (LORENZO et al., 2018).

A deterioracédo de alimentos afeta a industria alimenticia, bem como o
consumidor, devido as perdas de alimentos comestiveis. Os microrganismos
podem alterar a textura do alimento através da degradagdo de proteinas,
carboidratos, lipideos, e os atributos sensoriais, trazendo odores e sabores
desagradaveis, produgdo de gases e diminuigdo do pH. Enquanto com os
microrganismos patogénicos, a preocupacao deve ser continua na industria de
alimentos, a fim de garantir a seguranga dos alimentos. Com uma combinag¢ao
de processamento (tratamento térmico, pasteurizagéo e entre outros) e com o
uso adequado das boas praticas de fabricacéo € possivel reduzir os surtos de
doencas de origem alimentar (DTA) (LORENZO et al., 2018).

Com base nisso, a Instrugdo Normativa n°® 161 da ANVISA (BRASIL,
2022), estabelece como padrdes microbioldgicos para paté os microrganismos
Salmonella sp., Clostridium perfringens, Estafilococos coagulase positiva e
Escherichia coli. Entretanto, para microrganismos deteriorantes de alimentos
como psicrotroficos e aerdbios mesofilos a legislagcéo brasileira ndo estabelece
parédmetros de contagem.

Os microrganismos aerdbios mesdfilos, sdo capazes de se multiplicar
entre 10 °C e 45 °C, sendo sua temperatura ideal de 30 °C (REZENDE et al.,
2021). O grupo destes microrganismos €& formado pela familia
Enterobacteriaceae, além de algumas bactérias dos géneros Clostridium,
Bacillus, Streptococcus e Lactobacillus (SANTOS et al., 2021). Sao capazes de
produzir acido latico, aumentar a acidez do produto e hidrolisar proteinas
(BOZOGLU e ERLMEN, 2016). Aléem disso, esses microrganismos S&0 0s
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indicadores microbiologicos da qualidade dos alimentos mais utilizados,
indicando que as condi¢des de limpeza, desinfeccdo e controle da temperatura
durante os processos de tratamento industrial, transporte e armazenamento
foram realizadas de forma adequada. Permite também informagdes sobre
alteragdes indesejaveis nos alimentos, a refrigeracdo descontinua na cadeia

produtiva ou o descongelamento do mesmo (REZENDE et al., 2021).

Os psicrotroficos tém capacidade de crescer em temperaturas entre 5 a
35 °C, e a temperatura 6tima de crescimento € entre 20 e 30 °C (SANTOS et
al., 2021). As principais bactérias psicrotroficas sdo Alcaligenes, Alteromonas
e Brochothrix, e algumas espécies dos géneros Yersinia, Aeromonas, Bacillus,
Micrococcus, Serratia, entre outros (BOZOGLU e ERLMEN, 2016). Uma alta
contagem (7 log UFC g') contribui para a redugéo da vida util dos produtos,
devido as fungdes das atividades proteoliticas e lipoliticas, mesmo em
condigbes refrigeradas (ALEXANDRE et al., 2021; HARRIS e WILLIAMS,
2019). A deterioragao do peixe in natura com odor caracteristico desagradavel
pode ocorrer através da redugao do 6xido de trimetilamina que se forma através
da agdo de alguns microrganismos, como Shewanella putrefaciens
(FORSYTHE, 2013).

Nos estudos de Anastacio et al. (2020), Ramires et al. (2020) e Kroning
et al. (2016), encontraram bactérias patogénicas como Estafilococos coagulase
positiva, Escherichia coli 0157:H7 e Listeria monocytogenes provenientes de
sushis, produto pronto para o consumo, indicando assim que € necessario
melhorar as boas praticas de higienes nos estabelecimentos de sushi, uma vez
que estes microrganismos tém potencialidade de acarretar doengas ao

consumidor.

Nesse contexto, é de extrema importadncia o monitoramento da
qualidade microbiolégica do pescado por meio da realizagdo de pesquisa e
enumeragao regulares de microrganismos, para verificar a presenga de
patogenos e deteriorantes em pescado, com o intuito de promover a seguranga
e a qualidade dos alimentos, respectivamente (ALEXANDRE et al., 2021).
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3.5. Avaliagao Sensorial

Na analise sensorial, a coleta e degustacdo de amostras ao longo do
tempo permite monitorar o aparecimento progressivo dos compostos de
degradacéo dos lipidios (ABEYRATHNE et al., 2021). Trata-se de uma técnica
que monitora de forma direta os aromas e sabores indesejaveis, gerados por
reacdes de oxidacao. Para identificar a oxidacao de lipideos, a analise sensorial
deve ser realizada com painelistas, os quais devem ser treinados para a
identificacdo de compostos formados em consequéncia da oxidagdo. O
treinamento costuma ser especifico para cada produto, uma vez que os
produtos da oxidagado de diferentes acidos graxos podem produzir perfis
sensoriais distintos (DAMODARAM et al., 2010).

O estudo com analise sensorial nos permite a identificagdo de pontos
fortes e fracos de um produto, tanto em nivel fisico-quimico quanto sensorial, 0
que os torna uma ferramenta essencial para o desenvolvimento de novos
produtos. O método aplicado com o uso do software SensoMaker, consiste em
modulos que podem ser acessados na tela inicial do soffware e s&o capazes
de realizar a aquisi¢cao de dados em estudos sensoriais. Os dados podem ser
realizados em diferentes métodos, como a escala de categorias, escala linear,
dominéncia temporal das sensacdes (TDS) e tempo-intensidade (TI)
(PINHEIRO et al., 2013).

No método de dominancia temporal das sensagdes, Temporal
Dominance Sensation (TDS), os painelistas registram uma sequéncia de
sensagdes dominantes a qualquer momento durante a degustagdo da amostra
do produto. O software possibilita ao pesquisador definir os atributos e o tempo
da analise. Normalmente, as avalia¢des sao realizadas entre 20 a 40 segundos,
dependendo do tipo de produto (PINHEIRO et al., 2013; SCHLICH e PINEAU,
2017).

Apos a definicdo, o painelista é solicitado a clicar no botao iniciar, assim
que tiver em contato com a amostra na boca, e a captura da dominancia sera
realizada conforme o painelista for clicando nos botdes na area do medidor de
dominancia (percepgdo mais marcante). Se o botdo de qualquer gosto for

ativado, é registrado o mesmo valor até que a nova sensagao aparega e outro
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botdo de dominéncia seja clicado. Durante o teste, o painelista é livre para
selecionar o mesmo atributo varias vezes. O resultado de cada painelista é
salvo como arquivo de texto (TXT), que pode ser importado pelo modulo de
analise apropriado no SensoMaker (PINHEIRO et al, 2013; SCHLICH e
PINEAU, 2017).

Albert et al. (2012), avaliaram a sensa¢ao dominante em cada ponto do
processo de mastigacdo usando a técnica TDS, e compararam os dados
obtidos pelo TDS com o perfil sensorial de atributos-chaves (KASP) de duas
marcas de palitos de peixes empanados pré-cozidos congelados comercias por
diferentes processos de cozimento, como a fritura em gordura, forno elétrico
convencional e o forno de micro-ondas. Os dados obtidos pela analise de KASP
verificou que as amostras de micro-ondas ficaram menos crocantes do que as
fritas e cozidas no forno, porém os dados TDS forneceram informacdes
complementares, mostrando que o impacto inicial na boca foi crocante e
suculento. Diante disso, as sensagdes registradas pelo método TDS foram
quantitativamente iguais para todas as amostras, mas sua intensidade variou

principalmente nos procedimentos de cozimento.

Furey et al. (2022), avaliaram sensorialmente paté de frutos do mar (a
base de ovas, leite e figado) por consumidores adolescentes, as curvas de TDS
apresentaram dominancia no paladar, ou seja, o sabor de peixe seguido da
percepcado de salinidade. Também foram perceptiveis sabor e pastosidade,

mas nao significativos.
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4. Material e Métodos
4.1. Material

Os peixes tambica (T) (Oligosarcus robustus) e viola (V) (Loricariichthys
anus) séo procedentes da Lagoa Mangueira, Santa Vitéria do Palmar (33° 09’
13”S e 52°48' 45" W) (RS) - Brasil, capturados por pescadores licenciados para
a pesca artesanal. Os pescados foram adquiridos em filés congelados e
mantidos armazenados em -18 °C, até a produgao do paté. O ¢leo de girassol
(Liza®, Mairinque, Sao Paulo, Brasil), cloreto de sodio (Diana®, Curitiba,
Parana, Brasil), frutooligossacarideos (FOSVITA®, Aragoiaba da Serra, Sao
Paulo, Brasil), Lactobacillus acidophilus LAFTI L10 (GlobalFood®, Sao Paulo,
S&o Paulo, Brasil), antioxidante (Doremus®, Guarulhos, Sdo Paulo, Brasil), sal
de cura B 002 (Bremil®, Arroio do Meio, RS, Brasil), fosfato de sddio (pH neutro)
B024 (Bremil®, Arroio do Meio, RS, Brasil) e pimenta branca, alho, cebola e
paprica foram adquiridos no mercado local.

4.2. Delineamento experimental

Para o experimento, um delineamento estatistico inteiramente
casualizado foi realizado, onde as analises de pH, acidez titulavel,
determinacao de acidos graxos livres, TBARS, indice de peroxido, compostos
volateis, contagem de bactérias psicrotroficas e aerdbias mesofilas, viabilidade
de L. acidophilus LAFTI L10, avaliagdo dos parametros microbiolégicos e
analise sensorial foram organizadas em um esquema bifatorial 2x5 (formulagao
e tempo). O experimento foi realizado com repeticdo bioldgica e as analises
fisico-quimicas realizadas em triplicata, enquanto as analises microbiologicas,

compostos volateis, acidos graxos livres, em duplicata.

4.3. Métodos
4.3.1. Elaboragao do paté

A producado dos patés pastosos de pescados seguiu o procedimento
utilizado por Aquerreta et al. (2002), com modificagbes segundo Cruxen et al.
(2021). Os filés de pescados foram cozidos em agua a 82 °C + 2 °C por 30 min,
pesados e transferidos para um cutter (Sotronic®, Erechim, Rio Grande do Sul,

Brasil), no qual 10% (p/p) de agua do processo de cozimento e 4% de 6leo de
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girassol foram adicionados e a massa foi homogeneizada por 1 min. Na
sequéncia, 10% (p/p) de agua, sais de cura, condimentos, polifosfato,
frutooligossacarideos e 4% de Oleo de girassol foram adicionados e,
homogeneizados por 2 min no cutter. Finalmente, antioxidantes e fixador de
cor, e 4% de 6leo de girassol foram adicionados e homogeneizados, por mais
1 min. A quantidade de cada ingrediente é apresentada na Tabela 1. A pasta
homogeneizada foi acondicionada em frascos de vidro e direcionados para
banho-maria por 30 min a 60 °C, seguido de 30 min a 80 °C. Depois de resfriar
a temperatura ambiente (+ 25 °C), 0,25% Lactobacillus acidophilus Lafti L10
(liofilizado) foi adicionado com uma concentrago inicial de ~ 12 log UFC g™' no
produto, em capela de fluxo laminar. Os frascos com os patés, foram fechados
e armazenados a 4 °C, por até 60 dias.

Tabela 1 — Formulagdo com os percentuais de cada ingrediente, para a producdo de paté
pastoso de pescado

Ingredientes Percentual (%)

Filé de peixe (Viola ou Tambica) 55,25
Agua 20
Oleo de girassol 12
Frutooligossacarideos 10
Cloreto de sodio 1,5
Antioxidante 0,35
Fosfato de sddio 0,25
Cebola 0,2

Sal de cura 0,15
Paprica 0,1
Pimenta branca 0,1
Alho 0.1

Total 100
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4.3.2. Determinacgao de pH

A determinacdo do pH dos patés de pescado foi realizada com um
medidor de pH nos tempos 0, 15, 30, 45 e 60 dias de armazenamento em
refrigeracao (AOAC, 2016a).

4.3.3. Determinagao de acidez titulavel

A acidez total titulavel foi realizada através de titulometria, utilizando
NaOH 0,1N e fenolftaleina como indicador de viragem nos tempos 0, 15, 30, 45
e 60 dias de armazenamento em refrigeragdo. Os resultados foram expressos
em percentual de acido latico presente na amostra (AOAC, 2016b).

4.3.4. Analises microbiolégicas do paté de pescado

As analises quanto ao aspecto higiénico-sanitario dos patés,
preconizado pela Instru¢gdo Normativa n°® 161/2022 (BRASIL, 2022), foram
avaliadas em 0, 15, 30, 45 e 60 dias de armazenamento em refrigeracdo. Foi
avaliada a presenca de Salmonella/25g, e realizadas contagens de Clostridium
perfringenslg, Estafilococos coagulase positiva/g, Escherichia colilg, conforme
APHA (2002).

No periodo de 0, 15, 30, 45 e 60 dias, os patés também foram avaliados
quanto a determinag&do de microrganismos psicrotréficos e aerdbios mesofilos,

relacionados com a deterioragcé&o do produto, conforme APHA (2002).

4.3.5. Viabilidade da bactéria probiética L. acidophilus

A viabilidade de L. acidophilus Lafti L10, foi determinada nos dias 0, 15,
30, 45 e 60 de armazenamento em refrigeragdo. Dez gramas de amostra de
cada paté foram homogeneizadas em 90 mL de agua peptonada a 0,1% e
posteriormente, foram preparadas as diluicbes decimais seriadas e 1 mL da
suspensao foi inoculado em profundidade com o agar De Man, Rogosa e
Sharpe (MRS) e incubada a 37 °C por 72 h, sob condigdes anaerdbicas (APHA,
2002).
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4.3.6. Substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS)

As substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS), foram
determinadas nos tempos 0, 15, 30, 45 e 60 dias de armazenamento em
refrigeracao, pelo método proposto por Raharjo, Sofos e Schimidt (1992), com
modificagdes de Yildz-Turp e Serdaroglu (2010): pesou-se 5 gramas de
amostra e adicionou-se 0,5 mL de butil-hidroxitolueno alcodlico (BHT) 0,15%, e
20 mL de acido tricloroacético (TCA) 5%. Os tubos foram fechados, agitados
em vortex por 2 minutos e a solugdo foi filtrada e obtida em baldo volumétrico
de 25 mL. O volume, do filtrado no bal&o, foi completado com TCA 5% até 25
mL. De cada baldo, foi retirado trés aliquotas (triplicata) de 3 mL, que foram
colocados em tubos de ensaio com tampa e adicionadas de 3 mL de acido
tiobarbiturico 0,08M (TBA). Os tubos foram aquecidos em banho-maria por 30
minutos a 80 °C, apds resfriados por 10 minutos, e a absorbancia foi lida em
espectrofotometro a 531nm. Um fator de conversdo de 7,8 foi utilizado no
calculo e os resultados foram expressos como substancias reativas ao acido 2-

tiobarbiturico em mg de malondialdeido (MDA)/kg de amostra.

4.3.7. indice de Peroéxido

A determinacgéo do indice de peréxido (IP) foi realizada nos tempos 0,
15, 30, 45 e 60 dias de armazenamento em refrigeragéo pelo método da AOAC
(2005), com modificagdes do Compéndio Brasileiro de Alimentacdo Animal
(2013): a gordura foi extraida da amostra de paté (25g) com 50mL de éter de
petréleo, agitados em agitador magnético por 10 minutos e centrifugados a
5000 rpm por 10 minutos, apos foi realizado a filtragdo sobre sulfato de sédio
anidro. A amostra foi concentrada removendo o éter de petr6leo, com um
evaporador rotativo a 60 °C. Amostras de gordura (2 g), foram dissolvidas em
30 mL de acido acético glacial: cloroférmio (3:2, v/v). Em seguida, adicionou-se
0,5 mL de solucdo saturada de iodeto de potassio (Kl). A mistura foi agitada
manualmente, por 0,5 min e entdo mantida no escuro por 3 min. Apos
adicionou-se 30 mL de agua destilada, e a mistura foi titulada com tiossulfato
de sodio (0,01N), até quase desaparecer a cor amarela. Em seguida, adicionou-
se cerca de 0,5 mL de solugcdo de indicador de amido (1%). A titulagcdo
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continuou até a cor azul desaparecer. O branco também foi analisado em

condigdes semelhantes. Os resultados foram expressos em mEq/kg.

4.3.8. Acidos Graxos

Para a analise de acidos graxos nos tempos 0, 15, 30, 45 e 60 dias de
armazenamento refrigeracao foi pesado, aproximadamente, 1 g de paté de
pescado, adicionando 2 mL de hexano e 2 mL de hidroxido de potassio, e a
amostra foi homogeneizada em banho ultrassdnico por 5 min, em seguida
centrifugada (2 min, 4000 x g), em seguida coletando o sobrenadante. Para tal
determinacgao, utilizou-se o método de cromatografia gasosa, o equipamento &
acoplado com detector de ionizagdo de chama CG-FID (Clarus 500,
PerkinElmer®, Shelton USA) equipado com uma coluna capilar (30 m x 0,25
mm, 0,25 mm. Elite-1). As condigbes operacionais foram as seguintes: o gas
de arraste (nitrogénio) teve uma taxa de fluxo constante de 1,5 mL/min, a rampa
de temperatura iniciou com a coluna aquecida a 120 °C por 1 min, em seguida
uma taxa de aquecimento de 15 °C/min até 160 °C mantido por 3 min, por fim
uma taxa de aquecimento de 3 °C/min até 230 °C e mantida por 10 min. Foi
utilizada como padrao, uma mistura composta de 37 ésteres metilicos de acidos
graxos (FAMEs) que variaram de C4:0 - C24:1 (FAME MIX GLC-10) (Supelco,
Bellefonte, USA). Os acidos graxos foram quantificados por abundancia de

area.

4.3.9. Compostos organicos volateis (COV’S)

A amostra contendo os compostos organicos volateis (COVs) nos
tempos 0, 15, 30, 45 e 60 dias de armazenamento refrigeracdo foram
preparadas usando o método de micro extragdo em fase sdlida (HS-SPME)
utilizando fibra de divinilbenzeno/carboxen/polidimetilsiloxano
(DVB/CAR/PDMS) (Supelco, 50/30 um x 20 mm) pré-condicionada, conforme
protocolo do fabricante. Para extragdo dos COVs, 1 mg de paté foi
acondicionada em um frasco de 20 mL, em seguida, acrescentado 1 g de NaCl
e 10 uL de solugao padréo de benzofenona (2 pg), o frasco foi selado utilizando
tampa de silicone revestidos com politetrafluoretileno. Os frascos selados,
contendo a amostra, foram submersos em banho-maria a 40 °C por 15 min,

posteriormente, a fibra foi exposta ao headspace por 15 min, sob agitagao
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constante. Os COVs foram quantificados e identificados usando um sistema de
cromatografia em fase gasosa (CG) (Shimadzu Corporation, Kyoto, Jap&o),
equipado com um analisador de espectrometria de massas (CG-EM)
(Shimadzu QP2010 UltraPlus, Shimadzu Corporation, Kyoto, Jap&o) e coluna
capilar Rxi-1MS (30 m x 0,32 mm x 0,25 ym, Restek U.S.).

A temperatura da rampa foi mantida a 40 °C por 5 min, aumentada para
50 °C a 3°C-min-", para 120°C a 5°C-min', a 175°C a 7°C-min-! e, finalmente a
230°C a 10°C-min' e mantido em condigdes isotérmicas por 8 min. A
espectrometria de massa (MS) foi operada em modo de varredura completa
(faixa de massa m/z 30 a 450). Os dados de CG-MS foram analisados usando
LabSolution (GCMS solution Version 4.11 SU2). Os COVs foram identificados
a partir da comparacao dos indices de similaridade e espectro de massas, com
o banco de dados do sistema do Instituto Nacional de Padrées e Tecnologia
(NIST11), indice de retengao e indice de retencao calculado a partir de uma
série homologa de hidrocarbonetos C8-C40 (VAN DEN DOOL e DEC. KRATZ,
1963) e, por fim a analise quantitativa foi determinada por padronizagao interna.
Os resultados foram expressos em mg/g, mg equivalente ao padréo interno
(benzofenona) por grama de paté pastoso de pescado.

4.3.10. Analise Sensorial

A avaliagao dos patés de Oligosarcus robustus e Loricariichythys anus,
foi realizada com 15 painelistas treinados, através do teste de dominancia
temporal das sensagdes (TDS), quanto a oxidagao lipidica nos tempos 0, 15,
30, 45 e 60 dias de armazenamento do produto. O treinamento ocorreu com 3
amostras comerciais de paté de pescado em 5 sec¢des, a fim de avaliar a
intensidade fraca e forte de cada atributo. Os atributos avaliados foram: gosto
agradavel, gosto desagradavel, rangoso, gorduroso, oxidado, ardido, enjoativo
e caracteristico. Os patés foram mantidos a 4 °C em frascos de vidro. Cada
painelista recebeu 10 g de cada amostra de paté, em pote de porcelana branca,
em uma sala silenciosa do laboratério de analise sensorial, e avaliaram os
atributos por 30 segundos no software SensoMaker (PINHEIRO et al., 2013).
As amostras foram identificadas com os codigos 210 (Paté de Oligosarcus
robustus) e 101 (Paté de Loricariichythys anus), tendo um intervalo de uma hora

entre as avaliagdes para nao ocorrer comparagao na avaliacdo. A analise foi
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realizada no Laboratorio de Analise Sensorial da UFPel. Este estudo foi
submetido ao comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos, aprovado e
registrado em Plataforma Brasil/CAAE (Certificado de Apresentagcdo para
Apreciagéo Etica), sob registro n° 58089922.2.0000.5317.

4.3.11. Analise estatistica

Os dados obtidos foram avaliados através da Analise de Variancia
ANOVA, teste t para comparacao das médias para variagao das formulacdes e
teste Tukey para variagdo do tempo (p < 0,05). Os dados obtidos, foram
tratados no software Graphpad Prism® 8. Os dados da analise de componentes
principais (ACP) foram tratados no software Statistica 7.0.
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5. Resultados e Discussao

5.1. pH e acidez titulavel
A Analise de Variancia para pH e acidez mostrou que tanto o tempo de

armazenamento (p<0,0001) quanto a espécie do pescado utilizado (p<0,0001)
influenciaram os valores significativamente, havendo interagbes entre os dois
fatores (p<0,001). O efeito do tempo e formulag&o no pH e na acidez dos patés,

pode ser observado na Tabela 2.

Tabela 2: Valores de pH e acidez de patés pastosos de viola e tambica, durante o
armazenamento refrigerado

Tempo pH Acidez*

(dias) Viola Tambica Viola Tambica
0 6,62 + 0,015%A 6,78 + 0,014°A 0,45+ 0,009F 0,37 +0,119°°
15 6,59 + 0,0122A 6,73 £ 0,029°A 0,49 +0,0032® 0,40 + 0,006°°
30 5,94 + 0,05428 6,16 £ 0,024 0,62 +0,0102¢ 0,53 + 0,005°C
45 5,47 +0,0252C 6,00 £ 0,063°¢ 0,79 £ 0,009%® 0,60 + 0,011°8
60 5,52 + 0,0712C 6,03 + 0,046°C 0,84 +0,0212* 0,68 + 0,013%*

Média + Desvio padrdo. Letras minusculas diferentes na mesma linha, indicam diferenca pelo
teste t (p < 0,05) entre as formulagdes, enquanto letras mailusculas diferentes na mesma coluna,
indicam diferenga pelo teste de Tukey (p < 0,05) ao longo do tempo. * % de acido latico

Os valores de pH encontrados, foram semelhantes aos estudos de
Mancera-Rodriguez et al. (2022) em paté de caranha (Piaractus brachypomus)
e em paté de salmao formulado com linhaga (Cedefo-Pinos et al., 2022). Nos
patés de viola e tambica registrou-se uma diminui¢cdo do pH ao longo do
armazenamento, observando-se que no paté de viola teve uma maior acidez
podendo ser influenciado na contagem de bactérias aerobias mesdfilas (7 log
UFC g') no final do periodo de armazenamento. Essa redugdo pode ser
influenciada pelo crescimento gradativo de bactérias acido-laticas que alteram
acidez do produto, em virtude da produgéo de acidos orgénicos (CRUXEN et
al., 2021; CEDENO-PINOS et al., 2022), apesar de que a temperatura de
refrigeragcdo durante o armazenamento pode ser um limitante no crescimento

microbiano.

5.2.  Analises microbiolégicas
A pesquisa de microrganismos patogénicos (Tabela 3) mostrou

conformidade com a legislagdo brasileira vigente, durante os 60 dias de
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armazenamento do paté (BRASIL, 2022), diante disso, os parametros
microbioldgicos foram considerados satisfatérios quanto ao aspecto higiénico-
sanitario dos patés.

Quanto a avaliagdo da qualidade microbiolégica dos produtos, no
presente estudo, realizou-se contagem de bactérias aerdbias mesodfilas e
psicrotréficas, embora a legislagado brasileira ndo contemple esses parametros.
Em ambos os patés, foi obtida contagem de aerdbios mesdfilos a partir de 15
dias sendo que, em 60 dias de armazenamento o paté de viola apresentou
contagens de 7 log UFC g' e de tambica 6,8 log UFC g' (Tabela 3), sendo que
o limite de aceitabilidade para contagem de bactérias aerébias mesdéfilas para
peixe pré-cozido de espécies marinhas e de agua doce é de 7 log UFC g™,
conforme preconizado pela ICMSF (International Commission on
Microbiological Specifications for Foods, 2002). Ja Ozpolat (2022), ao pesquisar
esses microrganismos, encontrou valores superiores a 7 log UFC g' em 35
dias de armazenamento de almbéndegas de Capoeta trutta com diferentes
concentragdes de fumaca liquida. Enquanto no estudo de Cruxen et al. (2021)
com paté de viola e tambica, avaliaram esses microrganismos apos o
tratamento térmico e antes da adigdo do L. acidophilus, ndo obtendo contagens,
corroborando com a contagem inicial (0 dia) do presente estudo.

A respeito da contagem de psicrotréficos ndo se obteve contagem,
durante todo periodo de armazenamento. Os psicrotréficos contribuem para a
deterioracdo dos alimentos, responsaveis pela diminuigdo da qualidade dos
alimentos e menor aceitabilidade do consumidor (ZHANG et al., 2019),
ocorrendo quando a carga microbiana excede a 7 log UFC g' (HARRIS e
WILLIAMS, 2019). No estudo de Akullo et al. (2020), com linguicas de tilapia, a
contagem microbiana de psicrotréficos durante os 42 dias de armazenamento
se manteve inferior a 4,5 log UFC g™, divergindo do presente estudo. Para
Akullo et al. (2020), o crescimento microbiano em pescados causa
deterioragdo, através de acidos organicos, alcoois, aldeidos, cetonas e outros
compostos que fornecem sabores indesejaveis aos produtos.

Quanto a viabilidade da bactéria probidtica, a contagem de L. acidophilus

em relagdo ao tempo (p=0,0072) mostrou diferenga significativa, enquanto a
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espécie do pescado (p=0,0565) e a interagao entre os fatores (p=0,3429) ndo
interferiram na viabilidade da bactéria, em ambos os patés apresentando 9,54
log UFC g™ (t0) e 9,62 log UFC g'(t60), ou seja, manteve durante todo periodo
de armazenamento em refrigeragdo, uma concentragao superior a 9 log UFC
g'. Segundo Papadopoulou et al. (2018), a concentragdo da cepa probiotica
deve ser superior a 6 log UFC g, ao longo do armazenamento e no momento

do consumo do alimento.

Guimaraes et al. (2013), avaliaram a viabilidade das células probidticas
em granulos probidticos semelhantes a ovas de pescado contendo L.
rhammosus e B. animalis subsp. lactis, enquanto L. rhammosus se manteve
superior a 7 log UFC g™, B. animalis subsp. lactis se manteve superior a 6 log
UFC g, durante 30 dias de armazenamento a 4 °C, corroborando com o
presente estudo.
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Tabela 3: Analises microbiolégicas em patés pastosos de viola e tambica durante o armazenamento por 60 dias em refrigeragéo

Analises Tambica Viola
Microbiolbgicas
0 15 30 45 60 0 15 30 45 60
Aerobios 0,00+0,00¢  4,04+0,051B 5,33+0,068"B 6,08+0,454"s 6,86+0,025* 0,00+0,008 4,06+0,090* 5,40+0,144* 6,21+0,2394 7,00+0,307A
mesofilos*
Pscicrotroficos S/C S/C S/C S/IC S/IC S/IC S/IC S/IC S/IC S/IC

L. acidophilus* 9,54+0,009" 9,51+0,0208 9,50+0,017" 9,60+0,007" 9,62+0,006* 9,54+0,009* 9,51+0,020* 9,50+0,0178 9,60+0,007* 9,62+0,006*

Salmonella Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente
Clostridium S/IC S/IC S/C S/IC S/IC S/IC S/IC S/IC S/IC S/IC
perfringens

Estafilococos S/IC S/IC S/C S/IC S/IC S/IC S/IC S/IC S/IC S/IC

coagulase positiva

Escherichia coli S/IC S/IC S/C S/IC S/IC S/IC S/IC S/IC S/IC S/IC

Média + Desvio padrdo. S/C: sem contagem; *log UFC g. ns: ndo significativo. Letras mailsculas diferentes na mesma linha, indicam diferenga pelo teste
Tukey (p < 0,05) ao longo do tempo de armazenamento.
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5.3. indice de Peroxido e TBARS
Em relagdo ao valor encontrado para indice de peréxido (Tabela 4), as

analises mostraram diferenca significativa relacionadas ao tempo (p<0,0001),
tipo de pescado (p<0,0001) e interagéo entre os fatores (p<0,0001), embora o
t0 e t15 dos produtos ndo apresentarem diferenca estatistica. O paté de
tambica apresentou valores de IP de 2,29 mEqgkg em 60 dias de
armazenamento, e o paté de viola apresentou um aumento até o t45 (4,58
mEqg/kg) e apds ocorreu uma diminuigao para 2,81 mEqg/kg ao final de 60 dias,
que pode ser devido a decomposi¢cao de hidroperéxidos em produtos de
oxidacao secundaria (VANITHA et al., 2015).

No estudo de Ali et al. (2019), com almdndegas de pescado tratadas com
extratos de polifendis totais, quando armazenados a 4 °C os valores de IP
variaram de 1,31 a 3,10 mEqg/Kg, corroborando com o presente estudo,
enquanto a -18 °C variaram de 1,31 a 1,55 mEqg/Kg. Todavia, no estudo com
patés de salmao, os valores entre os tratamentos variaram de 3,82 a 5,37
mEqg/kg em 42 dias de armazenamento (4 °C) (Cendefo-Pinos et al., 2022),
divergindo dos valores obtidos no presente estudo.

Quando os valores de peroxidos excedem 10 mEqg/kg, os produtos sao
recusados ou considerados improprios para o consumo (Ali et al.,2019). Logo,
como no presente estudo ambos os patés apresentaram valores abaixo de 10
mEqg/Kg, podem ser considerados proprios para o consumo em 60 dias de

armazenamento em refrigeracéo.

Os valores obtidos de TBARS mostraram diferengca significativa
avaliando o tempo (p<0,0001), tipo de peixe (p<0,0001) e a interagdo entre
esses fatores (p<0,0001), embora no t0 os produtos n&do apresentaram
diferenca estatistica (Tabela 4).
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Tabela 4: Analise do indice de peréxido (IP) e de substancias reativas ao acido tiobarbiturico
(TBARS) em patés pastosos de viola e tambica durante o armazenamento por 60 dias em
refrigeragao

Tempo TBARS* IP*

(dias) Viola Tambica Viola Tambica

0 0,12+0,0112¢ 0,11 £0,0172¢ 1,54 £ 00,1272 1,59 + 0,1443°
15 0,37 £ 0,022 0,43 £ 0,018"® 2,23 +0,07138° 2,43 + 0,248
30 0,33 +£0,0152"8 0,54 + 0,016 3,01 £ 0,0492® 1,74 + 0,170Q°CP
45 0,32+0,01328 0,55+ 0,039°"A 4,58 +0,1213" 2,42 + 0,126°A8
60 0,35+ 0,0262"8 0,51 + 0,028 2,81 +0,16238C 2,29 + 0,181P"8

Média + Desvio padrdo. Letras minusculas diferentes na mesma linha, indicam diferenca pelo
teste t (p < 0,05) entre as formulagdes, enquanto letras maiusculas diferentes na mesma coluna,
indicam diferenga pelo teste de Tukey (p < 0,05) ao longo do tempo. TBARS: substancias
reativas ao acido tiobarbitdrico; IP: indice de peroxido; *mg malonaldeido (MDA) kg™'; ** mEq/kg

Os valores encontrados no presente estudo variaram de 0,11 a 0,51 mg
MDA/kg no paté de tambica e 0,12 a 0,35 mg MDA/kg de viola. Sdo valores
inferiores quando comparados ao estudo de Mancera-Rodriguez et al. (2022),
que avaliaram a estabilidade de paté de Piaractus brachypomus por 42 dias, e
no dia 28 apresentou 0,87 mg MDA/kg, enquanto o maior valor encontrado foi
no paté de tambica no t45 (0,55 mg MDA/kg).

Dados também observados em paté de salméo, que apresentou uma
oxidagéo lipidica inicial entre 0,86 a 0,79 mg MDA/kg logo apdés a pasteurizagao
e, em 42 dias de armazenamento entre 0,94 a 1,55 mg MDA/kg, conforme o
tratamento avaliado (diferentes concentragdes de linhaga) (CEDENO-PINOS et
al. 2022). Segundo Stefanello et al. (2015) no intervalo de 1 e 2 mg MDA/kg
inicia-se a deteccdo sensorial de odores indesejaveis ao produto como o rango.

Ambas as formulagdes de patés (viola e tambica) apresentaram um leve
aumento dos valores de mg MDA/kg ao longo do armazenamento, porém no
periodo final ocorreu uma diminui¢do nos valores. De acordo com Agregan et
al. (2018) e Mancera-Rodriguez et al. (2022), a diminuicdo pode ser imposta
pela reacao exercida do malonaldeido com outros compostos como agucares,
nitritos e proteinas em alimentos complexos, como o paté. No geral,
observamos nos patés durante todo tempo de armazenamento uma

estabilidade com relacdo a oxidacéo lipidica, pela analise de TBARS.
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5.4. Anadlise de acidos graxos
O perfil de acidos graxos de ambos os patés, esta apresentado na

Tabela 5.

Os acidos graxos poli-insaturados mostram-se mais propensos a uma
crescente oxidacgao, induzindo a diminuigao do valor nutricional e a deterioragao
qualitativa dos pescados. Os principais acidos graxos poli-insaturados no
pescado sao os EPA e DHA, conhecidos por trazer beneficios a saude.
Entretanto, diversos fatores como localizagdo geografica, sexo, maturidade,
captura, estagcdo do ano e o habito alimentar afetam a composi¢céo dos peixes
e a sua suscetibilidade a oxidagao lipidica (CHAULA et al., 2023; HSIEH e
KINSELLA, 1989).

Diante disso, a produgcdo de EPA e DHA pode variar pelo habito
alimentar rico em fitoplancton que aumenta a producdo de acidos graxos
essenciais, com base nisso, a variacdo também pode estar atrelada em
diferentes partes do corpo do peixe, podendo variar a concentragao no filé,
cabeca, tecido adiposo (JABEEN e CHAUDHRY, 2011). No paté de tambica
nao foram identificados os acidos graxos EPA e DHA, e no de viola, no t15
foram encontrados EPA (0,40%) e DHA (0,06%) e no t45 DHA (0,07%),
corroborando com o estudo de Feng et al. (2020), onde em linguigas de peixe
nao foi detectado DHA e sim, EPA (0,10%), no tempo zero. Diferentemente do
observado por Cedefo-Pinos et al. (2022) em paté de salméao, cujos niveis de
EPA e DHA ficaram em torno de 1 e 1,4 g/100g de gordura, respectivamente.

Os patés apresentaram uma elevada concentragdo de acidos graxos
poli-insaturados (PUFAs) (63% tambica e 71% viola), contudo, n&o houve
diferenca significativa nos tempos zeros do armazenamento de ambos os
patés. O pescado € um alimento que apresenta qualidade nutricional,
principalmente pela composigao lipidica, pois pode fornecer acidos graxos poli-
insaturados que sao benéficos a saude, atuando em diferentes sistemas, como
no auxilio do sistema cardiovascular, artrite, depressao, entre outros (COLUSSI
et al., 2017; HU et al., 2019; HERMES et al., 2020; ABREU et al., 2021).

No entanto, os acidos graxos poli-insaturados (PUFAs) de cadeia longa

sdo comumente degradados por reagbes de oxidagao lipidica, dando origem
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aos hidroperoxidos, que se decompdem em produtos de origem secundaria,
como, os hidrocarbonetos, alcoois vinilicos, oxiésteres alquenais, alcadienais,
vinilcetonas, entre outros (WEN et al., 2023). Logo, a estabilidade oxidativa
dos PUFAs é comparada com a posigao das ligagdes de insaturagdes, como o
acido docosahexaendico (DHA - C22:6n3) que é oxidado mais rapidamente,
seguido pelo acido eicosapentaendcio (EPA - C20:5n3), acido araquiddnico
(AA - C20:4n6), acido a-linolénico (LN - C18:3n3) e linoleato de metila (LA -
C18:2n6) (MIYASHITA et al., 2018).

Nos patés de tambica e viola, o acido linoleico (C18:2N6), o acido o-
linolénico (C18:3 N3) e o acido araquidonico (C20:4 N6), estiveram presente
durante o periodo de armazenamento (60 dias). E os acidos graxos como, acido
eicosapentaenoico (C20:5 N3) e acido docosahexaenodico (C22:6 N3)
estiveram presentes somente no paté de viola no tempo t15 e no t15 e 45,

respectivamente.

Em relacdo aos PUFAs, em paté de salmao os valores obtidos ficaram
em torno de 19,41 g/100g de gordura, observando que a adigdo de RLE (extrato
lipofilico de alecrim) ndo afetou os niveis de acidos graxos (CEDENO-PINOS
et al., 2022). E, no estudo de Feng et al. (2020), os PUFAs diminuiram
significativamente (p<0,05), na amostra controle de 33,70% (dia 0) para 22,51%
(dia 16), o que indica que esses acidos graxos sao mais susceptiveis a
oxidagéo lipidica. Enquanto isso, no presente estudo os PUFAs n&o diminuiram
significativamente (p<0,05) ao longo do armazenamento, evidenciando que os
patés de ambos pescados, apresentaram baixa oxidagao lipidica.

Além disso, a aplicacdo de antioxidante na formulacdo se deve para
minimizar os processos oxidativos, sendo uma estratégia das industrias
alimenticia (GOUVEA et al., 2023). Conforme analisado, percebe-se que o
antioxidante utilizado no estudo teve efeitos positivos para retardar a oxidagao
lipidica nos patés. No presente estudo em 60 dias de armazenamento para
ambos os patés os valores estavam abaixo de 0,52 mg MDA/kg, destacando

assim a importancia do uso de antioxidante.

Segundo Hseih e Kinsella (1989), os acidos graxos (oleico, linoleico,
linolénico e araquidénico) geram hidroperoxidos, compostos analisados pelo
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teste de TBARS, que se transformam em compostos volateis de baixo peso
molecular como decanal, nonanal, octanal, hexanal, pentano, entre outros
compostos. Analisando o acido araquidénico e o acido a-linolénico no presente
estudo, os mesmos apresentaram uma reducado significativa em ambos os
patés, quando analisado t0 e t60 no periodo de armazenamento, podendo
assim sinalizar uma oxidacéo lipidica desses acidos graxos, enquanto o acido

linoleico se manteve estavel durante os 60 dias de armazenamento.

Chaula et al. (2023), analisaram a oxidagao lipidica associada aos acidos
graxos durante o armazenamento (21 dias) de sardinhas secas ao sol,
defumadas e fritas em temperatura ambiente, os acidos graxos (acido
araquidénico, acido a-linolénico, EPA e DHA) degradaram nesse periodo,
diminuindo conforme o aumento do tempo, essa diminui¢gao nos PUFAs durante
o armazenamento em todas as amostras e com mudancas no indice de
peroxidos e TBARS indicaram que a oxidacao lipidica ocorreu em taxas

variadas em diferentes produtos de sardinha durante o armazenamento.

Quanto ao aumento na concentragdo dos acidos graxos insaturados
observado, isto pode ocorrer devido as enzimas chamadas dessaturases, que
pertencem a uma familia de enzimas as quais convertem acidos graxos
saturados em acidos graxos insaturados e acidos graxos poli-insaturados.
Estas enzimas agem oxidando dois carbonos especificos da cadeia de um
acido graxo saturado, originando uma dupla ligagdo. Outra enzima que age na
formagao dos acidos graxos insaturados a partir dos acidos graxos saturados
€ a elongase, que adiciona duas moléculas de carbono na cadeia dos acidos
graxos saturados formando os acidos graxos poli-insaturados (PERINI et al.,
2010). Tanto a dessaturase quanto a elongase, podem ser encontradas e
produzidas por leveduras e bactérias, incluindo as bactérias acido-lacticas
(RENES et al., 2017), como as utilizadas na formulag&o dos patés. Além disso,
na formulagdo dos patés também constava condimentos e outros aditivos que
podem complementar na presenga de enzimas que agem na cadeia dos acidos
graxos. Essas transformagdes sao cruciais para a sintese de acidos graxos
essenciais, como o acido linoleico e o acido a-linolénico, que o corpo humano
nao pode produzir e deve ser obtido através da alimentagdo (AKSAKAL et al.,
2023). A agao dessas enzimas pode explicar o aumento de acidos graxos poli-
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insaturados (AGPI) e acidos graxos monoinsaturados (AGMI) ao longo do

tempo de armazenamento dos patés, neste estudo (Tabela 5).



Tabela 5: Perfil de acidos graxos em paté de tambica e viola, nos diferentes intervalos de tempo de armazenamento.

59

Acidos Graxos em paté de pescado (%)

Simbolos Armazenamento Tambica (dias) Armazenamento Viola (dias)

0 15 30 45 60 0 15 30 45 60
C10:0 nd nd nd nd nd nd 1,06+0,16° 1,540,172 1,13%0,04° nd
C11:0 0,36+0,044 nd nd 0,17+0,068s nd 1,84+0,162  0,11+0,02°"s  0,19+0,03¢ 0,1940,03° 0,42+0,06°
C14:1 nd nd nd nd 0,10+0,03* 0,48+0,10° 0,04+0,02° 0,07+0,02° 0,04+0,01° 0,13+0,03°
C16:0 5,24+0,144 3,22+0,778 5,02+0,16° 2,78+0,198 2,83+0,258 3,33+0,67° 1,31+0,28° 2,26+0,33° 1,96+0,04° 4,77+0,672
C17:1 nd 1,99+0,11A8 2 55+0,394 1,25+0,20¢"s  1,53+0,198C nd 0,95+0,07¢ 1,340,13° 1,14+0,03¢s 1,990,042
C18:0 6,06+0,5748 5,63+0,51°8  6,88+0,25%  4,01+0,89°"s  500+0,35B¢ 12,010,262 4,08+0,08¢ 4,99+0,08°  4,72+0,24°s  6,19+0,17°
C18:1 n9¢c 3,83+0,16* 2,52+0,18C 3,32+0,308 1,99+0,06° 2,04+0,06P nd 0,84+0,09° 1,630,09° 1,08+0,18° 2,99+0,06°
C18:1 n9t 1,77+0,18~ 1,060,158 1,460,124 0,75+0,088 0,95+0,148 4,54+0,42° 0,35+0,07¢ 0,73+0,04° 0,51+0,03° 1,310,03°
C18:2 n6 59,18+0,89¢  72,13+0,93* 70,28+0,59*  60,47+0,58°  64,56+0,69®  69,47+0,76¢  88,30+0,33® 80,36+0,33°  84,52+0,57°  71,11+0,88¢
C18:3 n6 0,69+0,104"s  0,68+0,08*"s 0,71+0,06""s  0,56+0,07A"s  0,63+0,094"s  0,64+0,112"s  0,74+0,08%"s 0,69+0,032"s  0,70+0,10®"s  0,73+0,06°"
C20:1 nd nd nd 17,61+0,55% 2,11£0,128 nd nd nd nd nd
C18:3 n3 2,60+0,084 0,52+0,07¢ nd 1,01+0,088 1,150,248 0,85+0,07° 0,28+0,03° 0,44+0,04° nd nd
C21:0 2,11+0,108 2,05+0,13B¢ nd 2,50+0,234 1,70+0,14° 4,03+0,09? 0,74+0,08¢ 1,19+0,09°¢ 0,99+0,02¢ 1,78+0,03°
C22:0 3,90+0,094 2,00+0,088 nd nd nd nd nd nd nd nd
C20:3 n6 nd nd nd 1,11+0,14A nd nd nd nd nd nd
C22:1 n9 nd 1,26+0,06"8 1,870,134 0,97+0,138 1,33+0,60"8 4,76+0,25° 0,60+0,02¢ 0,97+0,02° 0,72+0,07¢ 1,60+0,02°
C20:3 n3 0,19+0,024 0,11£0,024 0,18+0,04*  0,08+0,03A"s 0,13+0,074 nd 0,03+0,01° 0,08+0,01*  0,08+0,02°™s  0,14+0,032
C20:4 n6 0,56+0,068s 1,81+0,15*  0,43+0,098¢ 0,24+0,06°  0,18+0,07°"s  0,57+0,122"s  0,07+0,01° 0,14+0,02° 0,10£0,02°>  0,22+0,04°"s
C23:0 5,82+0,174 2,20+0,178 2,73+0,258 1,34+0,33¢ 2,11£0,218 5,96+0,122 0,50+0,15¢ 0,99+0,01° 0,66+0,04¢ 1,81+0,03°



C22:2
C24:0
C20:5n3
C24:1
C22:6 n3
ZAGS
SZAGMI
ZAGPI

4,10£0,26As
nd
nd
nd
27,58+0,497
5,60+0,35P
63,22+1,00P"s

nd
2,70+0,278¢

nd

nd

nd
17,80+0,978
6,83+0,44¢P
75,210,924

nd
3,47+0,5148

nd
1,80+0,25%

nd
18,10+0,438
11,000,558
71,60+0,648

nd
2,18+0,33¢ms
nd
nd
nd
12,97+0,95Cs
22,560,644
63,47+0,86P

1,610,244
1,91+0,23¢
nd
nd
nd

13,5620,47¢
8,07+0,75°
68,26+0,25°

nd
4,730,592
nd
nd
nd
31,8940,582
9,78+0,75°

71,541,059

nd
1,09+0,07°¢
0,40+0,042

nd
0,06+0,012
8,89+0,36¢
2,79+0,134

89,87+0,302

nd
1,91+0,09°
nd
nd
nd
13,0710,44¢
4,72+0,18°
81,7110,42°

nd
1,80+0,59¢s
nd
nd
0,07+0,01
11,46+0,87°"s
3,50+0,29¢
85,48+0,65°

60

nd
3,43+0,09°

nd

nd

nd
18,40+0,84°
8,02+0,05°
72,19+0,77¢

Médias aritméticas simples (n=3) + desvio padrdo. nd: ndo identificado; t: trans; C: cis, w/N: 6mega; T: tambica; V: viola. Diferentes letras maiusculas na linha
diferem entre si, comparando os TO, T15, T30, T45, T60 e com diferentes letras mindsculas na linha diferem entre si, comparando os V0, V15, V30, V45, V60,
pelo teste de Tukey (p<0,05). *n/s (n&o significativo) pelo teste t-Student (p<0,05) comparando os diferentes espécies de peixes T vs V;; £ somatorio dos AGS:
Acidos graxos saturados; AGMI: Acidos graxos monoinsaturados; AGPI: Acidos graxos poli-insaturados.
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5.5. Identificacao de compostos organicos volateis
Foram identificados e detectados compostos orgénicos volateis

relacionados a oxidagao lipidica pertencentes a cinco fungdes organicas
distintas, sendo estes os hidrocarbonetos, aldeidos, acidos graxos, ésteres e
alcool (Tabela 6). Ao longo dos 60 dias de armazenamento o paté de tambica
liberou uma quantidade de COV’s trés vezes superiores ao paté de viola, sendo
a liberagcdo majoritaria ocorrendo em 15 dias de armazenamento para o paté
de tambica e 0 dia para o paté de viola.

Quanto aos compostos volateis relacionados a oxidacao lipidica,
percebe-se que compostos como os hidrocarbonetos e os aldeidos séo
resultantes da oxidagéo lipidica dos produtos primarios (SILVA et al., 1999).
Conforme os resultados da analise de IP, observa-se que ocorreu a degradagao
dos peroxidos, corroborando com a afirmagéao de Silva et al. (1999), encontrado
hidrocarbonetos e aldeidos nos tempos 0 e 15 dias de armazenamento,
indicando que ocorreu neste tempo o aumento de TBARS nas amostras de
patés, no presente estudo.

A presenga de hidrocarbonetos nos patés deste estudo também pode
ser explicada devido a prépria composi¢cao do peixe, uma vez que os lipidios
presentes em seus tecidos consistem principalmente em hidrocarbonetos, que
quando processados podem contribuir para o aroma e sabor do paté, e como
descrito anteriormente, os hidrocarbonetos nos tempos de 0 e 15 dias podem
ter ocorrido devido & oxidacdo lipidica inicial dos lipidios presentes. A medida
que o tempo de armazenamento avanga, fatores como a diminuigdo do oxigénio
disponivel e o progresso da reagao de oxidagao podem limitar a formacéo e a
detecgao continua desses compostos nos tempos de 30, 45 e 60 dias. Durante
esse tempo, a falta ou diminuicdo de oxigénio atmosférico resultou na
diminuicdo de novos compostos volateis. Além disso, também é possivel que
ocorra uma transformagéao ou degradac&o quimica resultando na redugao ou
nao deteccdo dos compostos iniciais (DOUNY et al., 2021; OLIVARES-RUBIO
e ESPINOSA-AGUIRRE, 2021).

Com base na oxidacéo lipidica, os hidrocarbonetos, ésteres, alcoois nao
foram identificados nos tempos 30, 45 e 60 dias de armazenamentos, de ambos
os patés. Ja os compostos volateis de aldeidos foram encontrados nos 30, 45
e 60 dias de armazenamentos, apenas no paté de viola. Diante disso, percebe-
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se que a analise de TBARS teve uma estabilidade apds os 15 dias de
armazenamento, corroborando com os resultados de compostos volateis.

Entre os compostos formados a partir da oxidagao lipidica estdo os
pertencentes aos aldeidos como nonanal, heptanal, decanal, octanal,
tetradecatrienal podendo ser derivados dos hidroperoxidos formados a partir de
acidos graxos como o acido 6leico, acido linoleico, acido linolénico e do acido
araquidénico (HSEIH e KINSELLA, 1989). No presente estudo, foi observado
aldeidos em ambos os patés, dando énfase no paté de viola pois 0 nonanal foi
encontrado durante o armazenamento, exceto no tempo de 45 dias.

Com base nisso, a peroxidagdo dos acidos graxos insaturados pode
gerar produtos da oxidagdo secundaria, como alcanos, alcenos, aldeidos,
cetonas e entre outros. Esses compostos podem reduzir o valor nutricional,
formar sabores indesejados e radicais livres formados durante a oxidag&o
(ARAB-TEHRANY et al., 2012), portanto, no presente estudo as substéncias
volateis de baixo peso molecular, como os aldeidos foram observadas até o
tempo 15 no paté de tambica ndo causando um sabor perceptivel na avaliagéo
sensorial (Figura 3), ja para o paté de viola que teve a presenga do composto
nonanal no tempo 30 e 45 teve a percepcdo pelos painelistas na analise
sensorial (Figura 4) , observando assim os produtos indesejaveis da oxidagcéo
lipidica no produto.

Para Nielsen et al. (2011), que avaliaram o retardamento da oxidagéo
lipidica em paté de peixe enriquecido de Oleo de peixe no estudo de analise de
volateis por SPME, detectaram cinco aldeidos (2-butenal, hexanal, 2-hexenal,
4-heptenal e octanal) e um alcool (1-hexanol), sendo que todas as amostras
apresentaram niveis baixos de volateis até a oitava semana, quando apds esse
periodo o teor de volateis aumentou. E Cedefo-Pinos et al. (2022), avaliaram
extrato de alecrim como antioxidante natural em paté de salm&o formulado com
linhagca por 42 dias de armazenamento, observaram a abundancia de 1-
pentanol e 1-hexanol que aumentaram com o armazenamento a frio (4°C),

enquanto, hexanal e 2-metil-propanal diminuiram no 42° dia.
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Tabela 5: Perfil de compostos organicos volateis dos patés de tambica e viola, nos diferentes intervalos de tempo de armazenamento.

Compostos Organicos Volaties em paté de pescado (mg/g)

COV's Paté de Tambica (dias) Paté de Viola (dias)

TO T15 T30 T45 T60 VO V15 V30 V45 V60
Hidrocarboneto
2,5-Dimetiltetradecano nd 3,340,074 nd nd nd 0,040,042 nd nd nd nd
2-Metildecano 0,06+0,01* nd nd nd nd nd nd nd nd nd
5-Isobutilnonano nd 4,08+0,02* nd nd nd 0,030,037 nd nd nd nd
Docosano 0,09+0,01A"s nd nd nd nd  0,14+0,09%"s nd nd nd nd
Dodecano 0,070,018 2,53+0,12% nd nd nd nd nd nd nd nd
Eicosane 0,02+0,008  2,80+0,10" nd nd nd  0,03+0,012"s 0,050,022 nd nd nd
¥ Hidrocarbonetos 0,24+0,038  12,77+0,31~ - - - 0,24+0,17° 0,050,022 - - -
Aldeido
Heptanal 0,02+0,004s nd nd nd nd  0,03+0,012"s nd nd nd nd
Nonanal 0,34+0,018s  7,59+0,03" nd nd nd  0,36+0,03°"s  0,77+0,05® 0,56+0,01° nd 0,36+0,00°
Octanal nd 2,45+0,10* nd nd nd nd 0,59+0,022 nd nd nd
¥ Aldeidos 0,36+0,018™s  10,04+0,13* - - - 0,39+0,04®™s  1,36+0,07%  0,56+0,01° - 0,36+0,00°
Acidos graxos
Acido Araquiddnico nd nd nd nd nd 0,080,012 nd nd nd nd
Acido elaidico nd 12,63+0,12* 0,89+0,01® nd nd  10,90+0,15°  0,50+0,07° nd nd nd
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Acido Heptadecanoico nd 3,65+0,05 nd nd nd nd nd nd nd nd
Acido Hexadecanodico 2,25+0,01* nd 0,56+0,088 nd nd nd nd nd nd nd
Acido linoleico 0,01+0,00* nd nd nd nd nd nd nd nd nd
Acido Miristico nd 2,34+0,074 nd nd nd 0,170,032 0,27+0,09° nd nd nd
Acido Oleico 1,25+0,047 nd nd nd nd nd nd nd nd nd
Acido Pentadecandico  0,02+0,01®  5,62+0,02* nd nd nd 0,09+0,02° 0,250,032 nd nd nd
Acido estearico 1,24+0,08%  3,85+0,08* nd nd nd 0,62+0,01° 0,96+0,07°2 nd nd nd
¥ Acidos Graxos 4,77+0,1487s  28,09+0,34" 1,45+0,09¢ - - 11,86x0,22a"s  1,98+0,2° - - -
Esteres

Caprato de etila 0,08+0,03 nd nd nd nd nd nd nd nd nd
Palmitato de isopropila nd 4,56+0,06* nd nd nd nd 0,070,052 nd nd nd
Y Esteres 0,08+0,03%  4,56+0,06" - - - - 0,07+0,05° - - -
Alcool

n-Nonadecanol-1 nd 0,18+0,02Ams nd nd nd 0,04£0,01°®  0,14+0,043"s nd nd nd
¥ Alcool - 0,18+0,02Ams - - - 0,04£0,01°®  0,14+0,043"s - - -

Médias aritméticas simples (n=3) *+ desvio padrao. nd: n&o identificado; t: tambica; V: viola. Diferentes letras maiusculas na linha diferem entre si, comparando
os TO, T15, T30, T45, T60 e com diferentes letras minusculas na linha diferem entre si, comparando os VO, V15, V30, V45, V60, pelo teste de Tukey (p<0,05).
*n/s (ndo significativo) pelo teste t-Student (p<0,05) comparando as diferentes espécies de peixes T vs V. T somatério.
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5.6. Analise sensorial
As curvas de TDS obtidas estdo apresentadas nas Figuras 3 e 4 para o

paté de tambica e viola, respectivamente.

No paté de tambica, ao longo do armazenamento, foram predominantes
o gosto “caracteristico” e o gosto “agradavel”, contudo, no periodo de 15, 30 e
45 dias de armazenamento, os painelistas encontraram gostos como o
‘enjoativo” e “gorduroso”, (Figura 3). Enquanto para o paté de viola, nos
primeiros 30 dias de armazenamento predominou o gosto “agradavel”,
‘gorduroso”, “caracteristico” e “enjoativo”, j@ no tempo 45 os painelistas

perceberam gosto de “rango”, “oxidado”, “ardido” e “enjoativo”.
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Figura 3 Tempo 0 (A), tempo 15 (B), tempo 30 (C), tempo 45 (D) e tempo 60 (E) de paté de tambica,
durante o armazenamento em refrigeragao
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Figura 4 - Tempo 0 (A), tempo 15 (B), tempo 30 (C), tempo 45 (D) e tempo 60 (E) de paté de viola,
durante o armazenamento em refrigeragao
Em relagcdo ao paté de tambica o intervalo de tempo em que a taxa de
dominéncia é = 90% apresentou a predominancia no t0 do gosto “enjoativo”, no
t15 o gosto “caracteristico”, no t30 o gosto “enjoativo”, no t45 o gosto “ardido” e
“caracteristico”, e no t60 o gosto “caracteristico”. Logo, o paté de tambica ndo
apresentou oxidac3ao lipidica suficiente para ser perceptivel sensorialmente, ao
longo do periodo de armazenamento.

Em relacdo ao paté de viola o intervalo de tempo em que a taxa de
dominancia é = 90% apresentou a predominancia no t0 do gosto
“caracteristico”, no t15 o gosto “gorduroso”, no t30 o gosto “enjoativo”, no t45 o

gosto “enjoativo”, e no t60 o gosto “rangoso”, conforme dados obtidos pelo
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SensoMaker (Apéndice A). Quando avaliado o indice de perdxido do paté de
viola, o mesmo apresentou um aumento significativo no t45, o que vai ao
encontro do observado pelos painelistas, que caracterizaram sensorialmente o

atributo de “oxidado” e “rangoso”.

Ja Furey et al. (2022), avaliaram sensorialmente paté de frutos do mar
(a base de ovas, leite e figado) por avaliadores n&o treinados, e as curvas de
TDS demonstraram dominéncia no paladar do sabor de peixe seguido da
percepcdo de salinidade, enquanto sabor e pastosidade também foram
perceptiveis, mas nao significativos. Corroborando com o presente estudo
tendo em vista que, o sabor de peixe relatado assemelha-se ao “gosto
caracteristico” descrito pelos avaliadores.

5.7. Analise multivariada de dados
A analise de componentes principais (ACP), evidenciou um nivel de

explicagdo (variancia) para as amostras de viola (40,50%) em relagdo as
amostras de tambica (25,18%), sendo assim, pode-se considerar que o mapa
perceptivo bidimensional apresentado é suficiente para avaliar as relagdes
entre as variaveis, pois explica 65,68% da variabilidade dos dados.

Na projecédo das variaveis (Figura 5A e 5B) pode-se observar que o
sabor oxidado (RT) e o sabor gorduroso (G) estdo positivamente
correlacionados entre si, o que significa que os patés de viola (15 dias)
apresentaram essas caracteristicas mais acentuadamente, no entanto, esses
fatores estdo dispostos em posicdes diametralmente opostas ao paté de
tambica (15 dias) que esta positivamente relacionada com o fator RC (sabor de
rango). Os demais patés estédo todos dispostos positivamente aos fatores de
aerobios mesofilos (AM), acidez (A), sabor enjoativo (N). Todos esses
resultados estado de acordo com os dados ja relatados nas analises realizadas
e na analise sensorial.

Entretanto, apesar destes resultados evidenciarem atributos negativos
nas amostras de paté de viola e tambica, os indices sao baixos, conforme visto
nos valores de TBARS encontrados no estudo que variaram de 0,11 a 0,51 mg
MDA/kg no paté de tambica e 0,12 a 0,35 mg MDA/kg de viola, sendo valores
inferiores quando comparados ao estudo de Mancera-Rodriguez et al. (2022),
bem como os valores encontrados na analise de IP, onde o paté de tambica
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apresentou valores de IP de 2,29 mEqg/kg em 60 dias de armazenamento, e o
paté de viola apresentou um aumento até o t45 (4,58 mEq/kg) e apds ocorreu
uma diminui¢ao para 2,81 mEqg/kg ao final de 60 dias, divergindo de resultados
encontrados por Cendefo-Pinos et al. (2022).
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Figura 5 - Grafico das variaveis (A) TBARS, aerdbios mesofilos, indice de perdxido, acidez, pH,
compostos volateis e andlise sensorial sobre os efeitos da oxidagéo e grafico das amostras (B)
de paté de tambica (T) e paté de viola (V) nos respectivos tempos (0, 15, 30, 45 e 60) de
armazenamento em refrigeragao.
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Avaliando as amostras de paté isoladamente, observa-se que o paté de
tambica apresentou um teor de oxidagado mais baixo entre 30, 45 e 60 dias de
armazenamento em comparacao as amostras de paté de viola nos dias 45 e
60, que apresentam um maior nivel de oxidacéo (Figura 5B) pois estdo mais
afastadas da regido central do plano fatorial. Por fim, os julgadores treinados
ndo conseguiram identificar esses atributos na analise sensorial, durantes o
tempo de armazenamento, tempo em que foi avaliado de forma simultanea os

compostos volateis, IP e TBARS.
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6. Conclusao
Os resultados do presente estudo demonstraram que é possivel produzir

um produto funcional a base de pescado, com frutooligossacarideos e
Lactobacillus acidophilus LAFT L10 mantendo-se superior a 9 log UFC g até
o final do periodo de armazenamento. Quanto aos parametros microbioldgicos,
os patés apresentaram condi¢gdes higiénico-sanitarias satisfatorias, assim
como a qualidade microbiolégica dos mesmos, durante os 60 dias de
armazenamento do produto. Sensorialmente, os painelistas tiveram a
percepcgao de produtos indesejaveis da oxidagao lipidica no paté de viola que
teve a presenga do composto nonanal no tempo 30 e 45, ja no paté de tambica,
a nao percepgao pelos painelistas corroborou com as analises de IP e TBARS.
Quanto aos acidos graxos, acido araquidénico e acido a-linolénico
apresentaram reducdo em ambos os patés, sinalizando oxidagao lipidica,
enquanto o acido linoleico manteve estabilidade durante os 60 dias de
armazenamento. Portanto, os resultados obtidos indicam seguranga e
qualidade do paté de pescado e estabilidade oxidativa pelo periodo de 45 dias
para o paté de viola e para o paté de tambica o periodo se estende para 60

dias, com armazenamento em refrigeracgéo.
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Apéndice A - Avaliagcédo dos painelistas no intervalo de tempo em que a taxa
de dominancia € = 90% em segundos de cada atributo da analise sensorial.

Tempo 90% max (s)

Atributos Paté de Tambica (dias) Paté de Viola (dias)

0 15 | 30 | 45| 60 0 15 | 30 | 45 | 60

Gosto 069|104 | O 0| 14 104 08 0 0 4
desagradavel

Gosto 29 /138122 |2 (1338|1915 11|12
agradavel

Rangoso 16| 5 | 1206|080 5 | 08| 3 1 120,8
Gorduroso 21 10,7911 (15| 1 [0,79|145| 11 | 1,4 | 0,79
Oxidado 6,51080| O 0 |44 ]080| 18 [119]| 14 | 1

Ardido 36 |79 |12 (28|42 |79 (079|158 2,8 | 1,2
Enjoativo 11412 |[11,7] 1 1 1,2 0,80 (19,6 22,7 | 3,4
Caracteristico 3,5 [251|0,3 |2,7|55 |251/0,30 |2 26 | 1,3




88

Apéndice B -Termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE).

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO- TCLE

Pelo presente consentimento livre e esclarecido eu, , CPF s
declaro que fui informado(a), de forma clara e detalhada, dos objetivos, da justificativa e da forma de trabalho desta pesquisa, através de
encontro individual, livre de qualquer forma de constrangimento e coergéo.

TITULO: Avaliagiio da estabilidade e qualidade de patés de Oligosarcus robustus e Loricariichythys anus com potencial probiético
e prebiotico.

DESTAQUES SOBRE O TEMA DA PESQUISA: O pescado é um importante componente para a dieta humana, sendo rico em
proteinas, acidos graxos poli-insaturados e micronutrientes. Justifica-se a referida pesquisa, em virtude da baixa incidéncia de
individuos que consumem pescado, o que torna importante a elabora¢do de produtos que além de nutrir, fornegam esses acidos graxos poli-
insaturados aos individuos, com a escolha de um produto a base de pescado com potencial probidtico e prebiodtico. No entanto, esse produto
pode apresentar a oxidagéo lipidica, pois ¢ um produto com alta suscetibilidade dos acidos graxos insaturados e manifestar mudangas em
cor, textura, odor e valor nutricional. Com a finalidade de avaliar a estabilidade lipidica e a qualidade do produto durante o armazenamento
em refrigeragdo, € importante avalid-lo também sensorialmente, e para isso necessitamos que voluntarios participem do nosso
estudo.

OBJETIVOS: Fui informado(a) de que o objetivo desta pesquisa ¢ avaliar a estabilidade e qualidade de patés de viola e tambica com
potencial probidtico e prebidtico contendo Lactobacillus acidophilus e frutooligossacarideos, através dos parametros fisico-quimicos,
microbioldgicos e sensorial, durante o periodo de armazenamento.

PROCEDIMENTOS: Fui informado(a) de que receberei duas amostras do produto, para que eu avalie as caracteristicas sensoriais do
produto. A avaliacdo sera através do teste de dominincia temporal das sensacdes quanto a oxidacdo lipidica nos tempos 0, 15, 30,
45 e 60 dias de armazenamento do produto. As duas amostras de patés, serdo entregues em diferentes horarios para nao haver
comparacdes entre as mesmas. A duracgfio estimada para cada avaliagio € de, no maximo, 15 minutos por avaliacio.
INGREDIENTES DO PRODUTO: Filés dos peixes viola (Oligosarcus robustus) e tambica (Loricariichythys anus), agua, cloreto de
sodio, aditivos (sais de cura, antioxidante e fixador de cor, polifosfato) pimenta branca, alho, cebola, paprica, 6leo de girassol,
frutooligossacarideo e bactéria benéfica (probiotica).

RISCOS E POSSIVEIS REACOES: Fui informado(a) de que os riscos sio minimos, em consumir o produto. Porém, existem
restricdes para pessoas que possuem algum tipo de alergia ou intolerincia a algum(ns) ingrediente(s) do produto. O paté de peixes
viola e tambica, ndo contém gliten, nem lactose. Declaro que ndo possuo nenhum tipo de alergia e/ou reagéo adversa a este produto. No
entanto, em caso de alguma reacdo adversa sera interrompida, imediatamente, a avaliagdo do alimento e de imediato o participante sera
conduzido para atendimento clinico, em uma Unidade de Satide mais proxima.

BENEFICIOS: O beneficio de participar da pesquisa, relaciona-se ao fato de que os resultados irdo contribuir para a diversificagdo de
produtos a base de pescado para o mercado consumidor. E na obten¢do de um alimento funcional: contendo probidtico e prebiético,
que fornecem beneficios a satide entre eles, a melhoria do transito gastrointestinal, redugfo do colesterol, fortalecimento e ativagiao
do sistema imunolégico, e um produto de pescado que possui aminoacidos essenciais, vitaminas, minerais e acidos graxos poli-
insaturados, como o 6mega-3. Possibilitara também, determinar o periodo que o produto podera ser mantido armazenado em refrigeragdo,
com estabilidade e qualidade garantida, pois o pescado é muito susceptivel as alteracdes enzimaticas, oxidativas e microbiologicas.
PARTICIPACAO VOLUNTARIA: A minha adesio a pesquisa ocorrera de forma voluntaria ¢ nenhum tipo de penalidade sera aplicado
caso ndo seja do meu interesse participar. Aceitando em participar, terei a garantia de esclarecimentos, a qualquer momento, das
eventuais duvidas sobre a participacio no projeto, de receber novas informacdes relevantes sobre o projeto, assim como da
possibilidade de acesso aos dados pessoais da pesquisa. Ciente de que ndo terei custos, nem receberei pagamento ou recursos financeiros
por participar desta pesquisa, assim como tenho o direito de desistir de participar e retirar meu consentimento a qualquer momento.
CONFIDENCIALIDADE: Estou ciente, que a minha identidade permanecera confidencial, durante o estudo, e que os dados coletados s6
serdo utilizados para fins de pesquisa.

CONSENTIMENTO: Ciente das informagdes citadas anteriormente, eu concordo em participar da avaliagdo sensorial do paté de peixe
probiético e prebiético. Duas vias do TCLE, de igual conteudo, serdo assinadas e datadas sendo uma via destinada a mim (participante) e
outra ao arquivo do pesquisador.

ASSINATURA: DATA: _ /__ /

ASSINATURA DO PESQUISADOR RESPONSAVEL: _ASSINATURA DO ORIENTADOR
Patricia Radatz Thiel Dra. Angela Maria Fiorentini
patiradatz@gmail.com — (53) 984454168 angefiore@gmail.com - (53) 99138-7367

Comité de Etica em Pesquisa — Faculdade de Medicina/UFPel — (53) 3310-1801
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Apéndice C —Cromatogramas das analises de acidos graxos

Apéndice C1. Cromatograma amostra Tambica tempo zero.

Apéndice C2. Cromatograma amostra Tambica tempo 15 dias.

Apéndice C3. Cromatograma amostra Tambica tempo 30 dias.

Apéndice C4. Cromatograma amostra Tambica tempo 45 dias.
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Apéndice C5. Cromatograma amostra Tambica tempo 60 dias.
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Apéndice D —Cromatogramas das analises de acidos graxos

Apéndice D1. Cromatograma amostra Viola tempo zero.

Apéndice D2. Cromatograma amostra Viola tempo 15 dias.

Apéndice D3. Cromatograma amostra Viola tempo 30 dias.

Apéndice D4. Cromatograma amostra Viola tempo 45 dias.
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Apéndice D5. Cromatograma amostra Viola tempo 60 dias.
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Apéndice E —Cromatogramas das analises de compostos organicos volateis

Apéndice E1. Cromatograma amostra Tambica tempo zero.
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Apendice E2. Cromatograma amostra Tambica tempo 15 dias.
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Apendice E3. Cromatograma amostra Tambica tempo 30 dias.
5
Apendice E4. Cromatograma amostra Tambica tempo 45 dias
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Apendice E5. Cromatograma amostra Tambica tempo 60 dias.
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Apéndice F —Cromatogramas das analises de compostos organicos volateis
Apéndice F1. Cromatograma amostra Viola tempo zero.
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Apendice F2. Cromatograma amostra Viola tempo 15 dias.

(x10,000,000)

TIiC

pieywied |Adosdos)

w:mﬂco@a_n%@m«‘ N
Buesooel}a -
pIoE 0UE)S:

PIO® JIPEIT s remspenen -t
013

— ™
pioe olouedspejuay
poe onsUAN-

aug|Aydofue) |-

ausjoybuo
N

auoned-al-g
jeueoai- N

|eueuoN
m:o:_Em._...mEEmmw

_m:EOM‘

susulg-eydiej ~

susuowlT-q

2.0
1.5
1.0
0.5

|oojeur-"ejeq,
|eueuo|

ausleD-

suauidia | - ewiwedsy

m:w:oEjﬁ

E

auadJAN-"Beq,
_mcmyow

auauld-eydje]

(x10,000,000)

TiC

2.0+
1.5+
1.0+
0.5+

mcmycou@__%mm -

auesooele
pioe ojesy

proe aipie|3
| -JOUBOSPEUON-

ajejwied _>aoaom_m¢mmOo_%T
_t

pioe ojouedspejuag;.

pioe onsuApy

mcm_;cao&moﬁ
auajoybuo
3
ol auoAleD-
w =i
= |euesaal-
S =
=]$)
x
~ T T T T
o 0 o 0
N ~ ~ o



Apendice F3. Cromatograma amostra Tambica tempo 30 dias.
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Apendice F4. Cromatograma amostra Viola tempo 45 dias.
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Apendice F5. Cromatograma amostra Viola tempo 60 dias.
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DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Avaliacdo da estabilidade e qualidade de patés de Oligosarcus robustus e
Loricariichythys anus com potencial probi6tico e prebiético

Pesquisador: Patricia Radatz Thiel

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 58089922.2.0000.5317

Instituicao Proponente: Programa de P6s Graduagao em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 5.434.382

Apresentagao do Projeto:

Conforme o pesquisador responsavel:

Resumo

Alimentos funcionais tem cada vez mais atraido os consumidores, devido aos seus beneficios a saude e
podem conter adigdo de probidticos e prebiéticos. Entretanto, para o desenvolvimento de novos produtos
alimenticios a partir de pescados, é importante realizar pesquisas sobre o indice de degradagao e estimativa
de vida util. Os problemas relacionados com a qualidade e estabilidade de pescados durante o
armazenamento podem ocorrer em virtude de fatores que causam mudangas inaceitaveis ao consumo do
produto, que podem ser avaliados através de anadlises fisicas (pH, aw), quimicas (indice de peréxidos,
TBARs, compostos volateis, acidos graxos livres), microbiolégicas (psicrotréficos e aerébios mesdfilos) e
sensorial (cor, textura, odor, aparéncia). O objetivo do estudo é avaliar a estabilidade e qualidade de paté de
viola e tambica contendo probiético (Lactobacillus acidophilus) e prebiético (frutooligossacarideos), através
dos parametros fisico-quimicos, microbiolégicos e sensorial, durante o periodo de armazenamento. No
estudo serdo realizadas, nos periodos de 0, 15, 30, 45, e 60 dias, andlises de pH, acidez titulavel,
determinacgdo de acidos graxos livres, TBARS, indice de peréxido, compostos volateis, contagem de
bactérias psicrotréficas e aerébias mesdfilas e viabilidade da bactéria probiética do produto, além da andlise
sensorial e analise microbiolégica como Salmonella/25g, Clostridium perfringens/g, Estafilococos coagulase
positiva/g, Escherichia coli/g. No entanto, espera-se que a
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