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RESUMO 

 

Este estudo avaliou a inclusão de ALL-G-RICH®, fonte de ácido 

docosaexaenoico (22:6 n-3, DHA), na dieta de tilápia-do-Nilo e seu 

efeito sobre índices de desempenho, acúmulo de ácidos graxos corporais 

e potencial dano oxidativo à biomoléculas. Um ensaio alimentar com 

juvenis (peso médio inicial 8,35 g) avaliou níveis de inclusão de ALL-

G-RICH®, a saber: 0,0; 0,5; 1,0; 2,0 e 4,0%. Foi também avaliada uma 

dieta controle, contendo óleo de fígado de bacalhau (OFB), com nível de 

DHA comparável à inclusão de 1% de ALL-G-RICH®. A inclusão de 

ALL-G-RICH® na dieta de tilápia-do-Nilo, apesar de não influenciar o 

ganho em peso, taxa de crescimento específico, conversão alimentar e 

taxa de retenção proteica, influenciou o perfil de ácidos graxos 

corporais, promovendo o acúmulo de DHA. Houve acúmulo 

significativamente maior de DHA nos peixes alimentados com OFB, em 

comparação com àqueles alimentados com conteúdo similar de DHA na 

forma de ALL-G-RICH®. Também foi realizado ensaio de 

digestibilidade alguns dos nutrientes presentes no ALL-G-RICH®, 

utilizando-se óxido de ítrio como marcador (0,1% da dieta referência), 

coleta de fezes por sedimentação e peixes com 65,86 g de peso médio 

inicial. A digestibilidade foi alta para o DHA (96,10%), entretanto foi 

baixa para ácido palmítico (70,81%), outro ácido graxo presente em 

grande quantidade no referido aditivo. Foram testados seis índices para 

avaliar se as altas inclusões dietéticas de DHA ou OFB causariam dano 

oxidativo à biomoléculas na tilápia, sendo eles o ensaio cometa, 

TBARS, detecção de malondialdeído por HPLC, detecção de adutos de 

proteína (dot blot) de malondialdeído e 4-hidroxinonenal e carbonilação 

de proteínas. Não foram encontradas evidências que a inclusão de ALL-

G-RICH® causa dano oxidativo à biomoléculas. Os resultados mostram 

que a inclusão de ALL-G-RICH® até 4% na dieta não prejudicou o 

desempenho de juvenis de tilápia-do-Nilo e se mostrou eficiente para 

promover o acúmulo de DHA corporal, sem provocar dano oxidativo à 

biomoléculas. 

 

Palavras-chave: aquicultura, ácidos graxos, DHA, digestibilidade, 

carbonilação de proteínas. 
 

 

  



 

 

 

 

  



 

 

ABSTRACT 

 

This study evaluated the inclusion of ALL-G-RICH®, a source of 

docosahexaenoic acid (22: 6 n-3, DHA) in the diet of Nile tilapia and its 

effect on growth, feed conversion, body accumulation of fatty acids, and 

potential cellular oxidative stress. A feeding trial with juvenile tilapia 

(mean initial weight 8.35 g) evaluated different inclusions of ALL-G-

RICH®: 0.0, 0.5, 1.0, 2.0 and 4.0 %. A control diet was also evaluated, 

containing cod liver oil (OFB), whose DHA level was comparable to the 

diet 1% ALL-G-RICH®. The inclusion of ALL-G-RICH® did not 

affected weight gain, specific growth rate, feed conversion and protein 

retention rate, but influenced body fatty-acid profile, promoting the 

accumulation of DHA. There was a significantly higher accumulation of 

DHA in OFB-fed fish compared to those fed similar DHA content in the 

form of ALL-G-RICH®. Selected nutrient digestibilities were also 

performed with ALL-G-RICH®, using yttrium oxide as an inert marker 

(0.1% reference diet), collection of feces by sedimentation, and fish with 

65.86 g initial weight. The apparent coefficient digestibility was high for 

DHA (96.10%), however it was low for palmitic acid (70.81%), another 

fatty acid found in considerable amount in the referred additive. Six 

indexes were tested to evaluate if high inclusions of DHA as ALL-G-

RICH® or OFB could promote cellular oxidative stress, such as comet 

assay, TBARS, malondialdehyde detection by HPLC, detection of 

malondialdehyde and 4-hydroxynonenal protein adducts (dot blot) and 

protein carbonylation. No evidence was found that inclusion of ALL-G-

RICH® causes oxidative stress. The results show that the inclusion of up 

to 4% ALL-G-RICH in the diet did not affect performance of Nile 

tilapia juveniles and was very efficient to further accumulation of body 

DHA, without promoting cellular oxidative stress. 

 

Keywords: aquaculture, fatty acids, DHA, digestibility, protein 

carbonilation. 
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1 INTRODUÇÃO  

 

1.1  A AQUICULTURA E A TILÁPIA-DO-NILO 

 

A produção mundial de pescado cresce a uma taxa mais rápida 

que a população humana, contribuindo, portanto, para melhorar a oferta 

de proteína animal (FAO, 2017a). O pescado é oriundo de duas fontes: 

captura e criação. Nos últimos anos, o pescado obtido por captura está 

estagnado, enquanto que a aceleração na disponibilidade é sustentada 

pela aquicultura (Figura 1). 

 
Figura 1: Produção mundial de pescado, tanto oriundo de capturas quanto da 

aquicultura e suprimento de pescado per capita. 

 
 

Fonte: Adaptado de FAO, 2017b. 

 

As tilápias representam um vasto grupo de espécies da família 

dos ciclídeos, sendo originárias de regiões africanas, Israel e Jordânia. A 

tilápia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) é a espécie de tilápia mais 

criada no mundo, representando cerca de 80% da produção mundial de 

tilápias (MORO et al., 2013). Vale ressaltar que as tilápias são 

superadas em produção apenas pelas carpas (FAO, 2017a). 

A produção aquícola de tilápia-do-Nilo está se expandindo 

rapidamente em todo o mundo. Segundo dados da FAO (2017a), mais 

de 3,93 milhões de toneladas foram produzidas em 2015. Além disso, há 
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uma projeção de que este montante aumente até 8,89 milhões de 

toneladas em 2020 (TACON E METIAN, 2008). A criação de tilápia-

do-Nilo representa 40,9% do valor monetário total da piscicultura 

brasileira, chegando a 239 mil toneladas em 2016. Isto representa 47,1% 

de toda a produção piscícola nacional (IBGE, 2016). 

Esta pujança da tilápia-no-Nilo sobre outras espécies deve-se a 

sua rusticidade, adaptabilidade a vários sistemas de criação e clima, 

possuir programa de melhoramento e tecnologias de produção bem 

definidas, além de excelente aceitação pelo mercado consumidor 

(MORO et al., 2013). 

 

1.2  EXIGÊNCIA DIETÉTICA E ACÚMULO CORPORAL DE 

ÁCIDOS GRAXOS NA TILÁPIA-DO-NILO 

 

Os ácidos graxos essenciais para peixes são conhecidos por 

estimular o crescimento ou qualquer outro tipo de resposta biológica, 

sendo que não são sintetizados de novo ou o são, mas em taxas que não 

permitem um rápido crescimento, sendo necessária sua inclusão na dieta 

(GLENCROSS, 2009). Cinco ácidos graxos são considerados essenciais 

para a maioria das espécies de peixes: ácido linoleico (LOA, 18:2 n-6), 

ácido araquidônico (ARA, 20:4 n-6), ácido alfa-linolênico (α-LNA, 18:3 

n-3), ácido eicosapentaenoico (EPA, 20:5 n-3) e ácido docosaexaenoico 

(DHA, 22:6 n-3). 

Em geral, as espécies de peixes de água doce possuem enzimas 

chamadas dessaturases e elongases, que são responsáveis pela 

biossíntese de ácidos graxos poli-insaturados (PUFA) de cadeia longa 

(LC-PUFA, ≥ 20 carbonos em sua cadeia), a partir dos seus precursores 

(LOA e α-LNA) presentes na dieta (GLENCROSS, 2009). No entanto, a 

eficiência deste mecanismo pode variar com a fase de vida 

(GLENCROSS, 2009), temperatura (SELLNER & HAZEL, 1982) e 

salinidade (FONSECA-MADRIGAL et al., 2012), entre outros. 

A exigência em ácidos graxos na dieta da tilápia-do-Nilo ainda 

não é bem compreendida. Na última compilação sobre exigências 

nutricionais de peixes (NRC, 2011), os ácidos graxos da série n-3 

aparecem como necessários para tilápias, mas a quantidade é 

desconhecida. Em estudo recente, foi demonstrado que a tilápia-do-Nilo 
exige, pelo menos, 0,45% de α-LNA para crescimento adequado a 

27,5°C (CHEN et al., 2013), enquanto que, a 22°C, esta exigência seria 

de 0,70% (NOBREGA et al., 2017). A temperatura da água tem 

provavelmente um impacto importante na exigência em ácidos graxos 

para a tilápia-do-Nilo, sendo que estudos sobre este assunto se 
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encontram em fase inicial de desenvolvimento (CORREA et al. 2017; 

NOBREGA et al., 2017). 

A tilápia híbrida não tem capacidade de sintetizar ácidos graxos 

essenciais n-6 ou n-3 (CHOU e SHIAU, 1999), mas pode obtê-los a 

partir de alguns precursores, quando presentes na dieta (KANAZAWA 

et al, 1980; CHOU et al., 2001). Estudos recentes (LI et al., 2013) 

sugerem que a tilápia híbrida (Oreochromis niloticus x Oreochromis 
aureus) só exige LOA (1,14% da dieta), quando criada a 27°C. No 

entanto, dessaturação e alongamento de ácidos graxos precursores, 

provenientes da dieta, parece ser menos eficiente para incorporação de 

EPA e DHA, quando comparada à adição direta destes na ração 

(CORREA et al., 2017). 

A exigência nutricional de uma espécie de peixe é determinada 

em relação as suas necessidades fisiológicas e não sob o ponto de vista 

do que seria desejável para a nutrição humana (TOCHER, 2010). Além 

de fornecer uma dieta que supra às exigências em ácidos graxos da 

tilápia, o pescado resultante poderia trazer benefícios à saúde humana, 

aumentando a ingestão de ácidos graxos da série n-3. Existe a 

possibilidade de acrescentar ácidos graxos n-3 no corpo da tilápia-do-

Nilo, se este for fornecido em boas quantidades na dieta (SOUZA et al., 

2007). Juvenis de tilápia-do-Nilo alimentados apenas com óleos 

vegetais, pobres em EPA e DHA, mostraram redução destes ácidos 

graxos no músculo, além de menor relação n-3/n-6 (GRIGORAKIS, 

2007; CORREA et al., 2017). No entanto, após apenas 30 dias de 

substituição de óleo de girassol (fonte de LOA n-6) por óleo de linhaça 

(fonte de α-LNA n-3) na dieta, houve aumento na relação n-3/n-6 no 

músculo de 0,09 para 0,23 nesta mesma espécie (JUSTI et al., 2003).  

A biossíntese de DHA em vertebrados, a partir de seus 

precursores α-LNA e EPA possui diversas vias. O α-LNA pode ser 

transformado em EPA através de duas vias (incluindo as dessaturases 

Δ8 ou Δ6) e, posteriormente, o EPA pode ser transformado em DHA por 

meio de duas vias (dessaturases Δ4 ou Δ6) (OBOH et al., 2017). A 

transformação através da dessaturase Δ4, converte o EPA em ácido 

docosapentaenoico (22:5 n-3, DPA) e depois em DHA. Já a via Δ6, 

transforma o EPA em DPA, em ácido tetracosapentaenoico (24:5 n-3, 

TPA), em ácido tetracosaexaenoico (24:6 n-3, THA) e, por fim, ocorre 
uma β-oxidação, originando DHA (Figura 2). Em alguns peixes, 

incluindo a tilápia-do-Nilo, ambas as vias foram identificadas (OBOH, 

et al., 2017).  

No entanto, o perfil de ácidos graxos no músculo dos peixes 

também depende de muitos outros fatores, como o catabolismo 
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oxidativo, cinética de reações de dessaturação e alongamento, 

incorporação e retroconversão competitiva (LIE, 2001; GLENCROSS, 

2009). 

 
Figura 2: Vias de biossíntese de ácidos graxos poli-insaturados de cadeia longa 

(≥ C20) a partir de ácidos α-linolênico (18:3 n-3) e linoleico (18:2 n-6), 

descritas para teleósteos. As atividades enzimáticas mostradas no diagrama são 

preditas a partir de expressão heteróloga em leveduras (Saccharomyces 

cerevisiae) de acil-dessaturase-2 de peixe (Fads2) e elongase de ácidos graxos 

de cadeia longa (Elovl). β-ox = β-oxidação. 

 

 
 

Fonte: Adaptado de OBOH et al. (2017). 

 

1.3  DHA NA NUTRIÇÃO HUMANA 

 

Já há algum tempo, existe relevante discussão acerca do papel 

dos ácidos graxos na nutrição humana, principalmente quanto à 

necessidade de maior ingestão de ácidos PUFA e LC-PUFA, tanto da 

série n-3 quanto n-6 (NETTLETON, 1994; SIMOPOULOS, 1999; 

SIMOPOULOS, 2002; APPOLINÁRIO et al., 2011; SERHAN et al., 

2014). Os LC-PUFA n-3, principalmente o EPA e o DHA, parecem ter 

importante relação com a redução de riscos de doenças crônicas, 
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principalmente cardiovasculares e neurológicas, como a doença de 

Alzheimer. Esses ácidos graxos também possuem direta relação com 

processos inflamatórios em vertebrados. Algumas doenças inflamatórias 

como artrite reumatoide podem ter seus efeitos minimizados 

grandemente com aumento da ingestão de LC-PUFA n-3 (MILES E 

CALDER, 2012). Apesar da inclusão de LC-PUFA n-3 na dieta humana 

apresentar efeitos benéficos contra várias doenças inflamatórias, os 

resultados ainda não são conclusivos (TOCHER, 2015).  

Os mecanismos de ação são bastante estudados. Resumidamente, 

o ácido graxo ARA n-6, que é o maior responsável pela resposta pró-

inflamatória, compete com o EPA n-3, principalmente pelas enzimas 

ciclo-oxigenase (COX) e lipo-oxigenase (LOX), sendo que o ARA, em 

geral, resulta na produção de substâncias pró-inflamatórias e o EPA, em 

geral, em produção de substâncias com efeito inflamatório mais brando 

(CALDER, 2007). Recentemente, mais mecanismos foram investigados 

com relação a esta competição n-6 e n-3 com processos inflamatórios, 

relacionando os ácidos graxos n-3 não apenas com processos 

inflamatórios mais brandos (efeito anti-inflamatório), mas também com 

processos resolutivos da inflamação como a produção de substâncias 

bioativas que atuam diretamente nos processos inflamatórios, atenuando 

seus efeitos negativos e agilizando a resolução desses processos, 

chamadas resolvinas, protectinas e maresinas (SERHAN, 2007; 

SERHAN, 2014). De uma maneira geral, nas dietas humanas ocidentais 

há um desequilíbrio na ingestão de n-3 e n-6, sendo que os ácidos 

graxos da série n-6 são consumidos em excesso, em detrimento dos n-3 

(SIMOPOULOS, 2002; ERKKILA et al., 2008; PATTERSON et al., 

2012). Em dietas humanas do passado, a relação n-3:n-6 era 1:1 

(SIMOPOULOS, 2006), mas atualmente gira em torno de 0,05:1, sendo 

que o ideal para a manutenção saudável do organismo gira em torno de 

0,25:1 até 1:1 (PATTERSON et al., 2012). É justamente este 

desequilíbrio que pode causar prejuízos à saúde humana. 

Peixes de água doce tropicais, como a tilápia-do-Nilo, não 

representam uma fonte destes ácidos graxos EPA e DHA para consumo 

humano, quando comparados com peixes marinhos. No entanto, como 

visto anteriormente, há capacidade de acúmulo desses ácidos graxos no 

músculo e/ou corpo, quando uma quantidade suficiente destes está 
presente na dieta (JUSTI et al, 2003; SOUZA et al, 2007). 
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1.4  FONTES DE ÁCIDOS GRAXOS n-3 

 

Atualmente, a principal fonte dietética de ácidos graxos n-3 para 

rações animais, o óleo de peixe, é obtido através da explotação de 

recursos pesqueiros, já bastante limitados (NAYLOR et al., 2009). Desta 

maneira, há uma grande pressão na aquicultura pela busca de insumos 

mais sustentáveis, o que leva ao uso de ingredientes vegetais terrestres 

como fontes de energia, proteína e lipídios. É imprescindível que estas 

fontes sustentáveis possuam boa composição nutricional, para garantir 

crescimento adequado dos peixes e também a boa qualidade do pescado 

para o consumo humano (GATLIN et al., 2007).   

Em geral, peixes alimentados com derivados de plantas terrestres 

(soja, milho, arroz) possuem um teor de ácidos graxos n-3 menor do que 

aqueles alimentados com óleo de peixe. Adicionalmente, existe a 

crescente preocupação com o uso de defensivos agrícolas, muitas vezes 

utilizados em excesso para a produção de grãos (GATLIN et al., 2007). 

Desta forma, o uso de algas marinhas como aditivos alimentares, tem 

sido investigado como uma alternativa ainda mais sustentável, por não 

sofrer as limitações dos atuais ingredientes em uso na indústria da 

nutrição animal. 

 

1.5  ALGAS NA DIETA DE PEIXES 

 

 Existem relatos na literatura que a adição de algumas algas na 

alimentação de peixes melhora índices de desempenho, afeta 

composição corporal (LI et al., 2009), metabolismo de lipídios 

(NAKAGAWA, 1997) e resposta a agentes estressores (SABOYA et al., 

2012), podendo aumentar a atividade fagocítica e produção do ânion 

superóxido (WATANUKI et al., 2006). Portanto, algas podem melhorar 

o desempenho dos peixes não apenas por fornecer nutrientes essenciais 

ao crescimento, mas também por incluir componentes com propriedades 

imunomoduladoras. 

Schizochytrium é um gênero de micro-organismos marinhos 

unicelulares esféricos e heterotróficos. Originalmente foi classificado 

como um fungo, entretanto, foi reclassificado dentro da subclasse 

Thraustochytridae, junto à algas heterocontes. São capazes de produzir 
grande quantidade de biomassa em ambiente confinado e produzir 

grandes quantidades de lipídios (LEWIS et al., 1999). A Schizochytrium 

sp. é um organismo particularmente interessante, pois possui um aparato 

enzimático complexo, com diversas elongases e dessaturases, que os 

permitem alta produção de LC-PUFA (TOCHER, 2015). 



29 

 

1.6  A FARINHA DA ALGA Schizochytrium sp. (ALL-G-RICH®) 

 

 A farinha de algas Schizochytrium sp. é produzida pela empresa 

Alltech (sediada nos Estados Unidos da América) e distribuída pela 

Alltech do Brasil sob o nome comercial de ALL-G-RICH® e é 

considerada uma fonte de ácidos graxos para a nutrição animal, 

especialmente de DHA. 

Em estudos anteriores com Salmão do Atlântico (Salmo salar), a 

Schizochytrium sp. se mostrou eficiente em substituir o óleo de peixe 

sem comprometer nenhum parâmetro produtivo, tampouco a qualidade 

do pescado, entretanto o salmão mostrou baixa digestibilidade para o 

ácido palmítico (16:0) (KOUSOULAKI et al., 2016). 

A farinha do micro-organismo Schizochytrium sp. (rica em DHA) 

promoveu melhora no ganho em peso (12%) e na eficiência alimentar 

(5%) do bagre americano (Ictalurus punctatus), sendo que também 

promoveu acúmulo de DHA no músculo. Esta melhora no desempenho 

pode ser explicada pelo aumento no fornecimento de ácidos graxos de 

cadeia longa da série n-3, que são exigidos por esta espécie (LI et al., 

2009), mas também de algum outro fator de crescimento desconhecido. 

Já em estudo com tilápia-do-Nilo, a substituição do óleo de peixe 

por Schizochytrium sp. resultou em melhora no ganho em peso e 

conversão alimentar (SARKER et al., 2016). Entretanto, as dietas do 

referido estudo incluíam farinha de peixe e óleo de peixe em sua 

composição, os quais contém quantidade considerável de DHA, além 

destes insumos normalmente não serem utilizados na elaboração de 

dietas comerciais para tilápia-do-Nilo. 

Outras espécies de peixes que foram alimentadas com 

Schizochytrium sp. também apresentaram aumento do DHA corporal, 

por exemplo a tilápia Zanzibar, Oreochromis honorum (WATTERS et 

al., 2013) e a perca-de-jade, Scortum barcoo (HOESTENBERGHE et 

al., 2016). 
ALL-G-RICH® contém pelo menos 12% de DHA em sua 

composição no total de sua matéria seca, portanto, poderia ser 

adicionado em dietas para tilápia-do-Nilo, especialmente em estágios 

finais da engorda, para melhorar o perfil de ácidos graxos desta espécie 

para consumo humano, bem como para melhorar o desempenho dos 
peixes, como crescimento e conversão alimentar.  
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1.7  DANO OXIDATIVO À BIOMOLÉCULAS 

 

O dano oxidativo à biomoléculas é provocado quando há 

aumento na produção de radicais livres, espécies reativas de oxigênio 

(ERO), que supera mecanismos antioxidantes e resulta em danos nas 

células e tecidos (KOHEN e NYSKA, 2002). Estas ERO podem 

danificar os componentes celulares como lipídios, carboidratos, 

proteínas e DNA (FINKEL E HOLBROOK, 2000). 

É sabido que um maior aporte de ácidos graxos de cadeia longa 

(≥ 20 carbonos) e poli-insaturados (duas ou mais ligações duplas, 

PUFA) pode impactar negativamente o aparato antioxidante de 

vertebrados (GARRIDO et al. 1989; HUANG et al. 1998; OLSEN et al., 

1999). Essas consequências negativas estão relacionadas à facilidade de 

oxidação dos PUFA (LU e LU, 2002), o que potencializa os processos 

que podem levar ao dano oxidativo em lipídeos, proteínas e ácidos 

nucleicos. 

Existem vários marcadores de dano oxidativo à biomoléculas, os 

quais frequentemente avaliam danos aos lipídios, proteínas e DNA. Os 

métodos mais utilizados para detecção de danos aos lipídios são os que 

medem os produtos finais da peroxidação lipídica, tais como: o 

malondialdeído (MDA) e o 4-hidroxinonenal (4-HNE) (FORMAN et al, 

2015; CALAMARAS et al. 2015), como é o caso da análise de TBARS 

(substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico). Além disso, o MDA e o 4-

HNE podem formar adutos de proteínas que também podem ser usados 

como marcadores de dano oxidativo à biomoléculas (BRADLEY-

WHITMAN E LOVELL, 2015). Existem anticorpos específicos para 

esses adutos, o que permite o uso de metodologia dot blot para 

complementar os resultados das análises de TBARS. Os danos às 

proteínas podem ser medidos pela carbonilação de proteínas, que em 

geral aumenta em condições de pró-oxidantes (DOWLING et al, 2006). 

A eletroflorese de uma única célula, também chamado de ensaio cometa, 

é o método mais utilizado para mensuração de dano ao DNA. Este 

método identifica sítios lábeis em meio alcalino no DNA. O dano 

causado por agentes clastogênicos leva a quebra das cadeias de DNA de 

animais e plantas e pode ser identificado. Este método foi adaptado para 

eritrócitos de peixes com sucesso (SINGH et al., 1988).  
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1.8  OBJETIVOS 

 

1.8.1  Objetivo geral 

 

Avaliar o efeito da inclusão dietética, em vários níveis, do aditivo 

ALL-G-RICH® (farinha da alga Schizochytrium sp.) no desempenho, 

composição corporal e dano oxidativo à biomoléculas em juvenis de 

tilápia-do-Nilo (Oreochromis niloticus). 

 

1.8.2  Objetivos específicos 

 

-Avaliar o ganho em peso, a taxa de retenção proteica, a taxa de 

conversão alimentar e a taxa de crescimento específico de tilápia-do-

Nilo, após inclusão dietética de vários níveis de ALL-G-RICH®. 

- Avaliar o perfil de ácidos graxos corporais em juvenis de 

tilápia-do-Nilo, após inclusão dietética de vários níveis de ALL-G-

RICH®. 

-Avaliar o ganho em peso, a taxa de retenção proteica, a taxa de 

conversão alimentar e a taxa de crescimento específico de tilápia-do-

Nilo alimentadas com dietas contendo DHA, comparando duas fontes: 

ALL-G-RICH® e óleo de fígado de bacalhau. 

-Avaliar o perfil de ácidos graxos corporais de tilápia-do-Nilo 

alimentadas com dietas contendo DHA, comparando duas fontes: ALL-

G-RICH® e óleo de fígado de bacalhau. 

-Avaliar a digestibilidade de proteína bruta, extrato etéreo, DHA, 

e PAL do ALL-G-RICH® para a tilápia-do-Nilo. 

-Avaliar parâmetros indicadores de dano oxidativo (danos ao 

DNA, danos à lipídeos e danos à proteínas) em tilápias-do-Nilo, após a 

inclusão dietética de vários níveis de ALL-G-RICH®. 

-Avaliar parâmetros indicadores de dano oxidativo (danos ao 

DNA, danos à lipídeos e danos à proteínas) em tilápias-do-Nilo 

alimentadas com dietas contendo DHA, comparando duas fontes: ALL-

G-RICH® e óleo de fígado de bacalhau. 

 

Os artigos foram formatados de acordo com as normas das 

seguintes revistas: artigo 1, Aquaculture e artigo 2, Fish Physiology and 
Biochemistry. 
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2.1  RESUMO 

 

Este estudo avaliou a inclusão de ALL-G-RICH®, fonte de ácido 

docosaexaenoico (22:6 n-3, DHA), na dieta de tilápia-do-Nilo e seu 

efeito sobre índices de desempenho e acúmulo de DHA corporal. Um 

ensaio alimentar com juvenis (peso médio inicial 8,35 ± 0,80 g) 

testaram-se diferentes níveis de inclusão dietética de ALL-G-RICH®: 

0,0; 0,5; 1,0; 2,0 e 4,0% e também testada uma dieta controle, com óleo 

de fígado de bacalhau (OFB), contendo concentração de DHA 

comparável à inclusão de 1% de ALL-G-RICH®. Apesar de não 

influenciar o ganho em peso, taxa de crescimento específico, conversão 

alimentar, taxa de retenção proteica e a composição corporal centesimal, 

a inclusão de ALL-G-RICH® na dieta de tilápia-do-Nilo influenciou o 

perfil de ácidos graxos corporais, promovendo acúmulo de DHA. Da 

mesma maneira, houve maior acúmulo significativo de DHA nos peixes 

alimentados com OFB, em comparação com àqueles alimentados com 

conteúdo similar de DHA na forma de ALL-G-RICH®. Também foi 

realizado ensaio de digestibilidade dos nutrientes presentes no ALL-G-

RICH®, utilizando-se óxido de ítrio como marcador  (0,1% da dieta 

referência), coleta de fezes por sedimentação e peixes com 65,86 g de 

peso médio inicial. A digestibilidade foi alta para o DHA (96,10%), 

entretanto foi baixa para ácido palmítico (70,81%). Os resultados 

mostram que a inclusão de ALL-G-RICH® até 4% na dieta não 

prejudicou o desempenho da tilápia-do-Nilo e se mostrou muito 

eficiente para promover o acúmulo de DHA corporal. 

 

Palavras-chave: aquicultura, ácidos graxos, desempenho, DHA, 

digestibilidade,  Schizochytrium sp. 
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2.2 DESTAQUES DO ARTIGO 

 

1- O ALL-G-RICH® é eficiente em aumentar a quantidade de 

DHA corporal em juvenis de tilápia-do-Nilo, sendo que seu acúmulo é 

dose-dependente. 

2- O ALL-G-RICH® pode ser usado para aumentar a ingestão de 

ácidos graxos n-3 por humanos, usando o pescado de tilápia-do-Nilo 

como veículo. 

3- O ALL-G-RICH® possui alta digestibilidade do ácido 

docosahexaenoico para tilápia-do-Nilo, entretanto o ácido palmítico, 

outro componente abundante no produto, não possui.  

4- A inclusão dietética de ALL-G-RICH® não prejudica o 

desempenho de tilápias-do-Nilo. 

 

2.3 INTRODUÇÃO 

 

A importância da tilápia-do-Nilo para a piscicultura mundial é 

amplamente conhecida, sendo atualmente uma das principais espécies 

da aquicultura (FAO, 2017). Apesar de possuir tecnologias de produção 

relativamente bem desenvolvidas, ainda existem áreas que necessitam 

maior compreensão. Um exemplo é a exigência dietética e metabolismo 

dos ácidos graxos (Teoh et al., 2011; Nobrega et al., 2017; Corrêa et al., 

2017). Os ácidos graxos exigidos via dieta são chamados de ácidos 

graxos essenciais. A tilápia-do-Nilo exige apenas ácidos graxos com 18 

carbonos na cadeia em sua dieta, tais como o ácido α-linolênico (18:3 n-

3, α-LNA) e o linoleico (18:2 n-6, LOA) (Takeuchi et al., 1983; Chen et 

al., 2013). Entretanto, esta informação está sendo desafiada, 

principalmente em situações de baixa temperatura da água, onde os e 

ácidos graxos poli-insaturados de cadeia longa (≥ 20 carbonos, LC-

PUFA) apresentam maior importância (Corrêa, 2015; Corrêa et al., 

2017; Nobrega et al., 2017). 

A exigência nutricional de uma espécie aquícola normalmente é 

determinada em relação as suas necessidades fisiológicas e não sob o 

ponto de vista do desejável para a nutrição humana (Tocher, 2010). Há 

algum tempo ocorre discussão relevante acerca do papel dos ácidos 

graxos na nutrição humana no que diz respeitos a ácidos graxos poli-
insaturados (PUFA) e ácidos graxos poli-insaturados de cadeia longa 

(LC-PUFA), tanto da série n-3, quanto n-6 (Nettleton, 1994; 

Simopoulos, 1999; Simopoulos, 2002; Appolinário et al., 2011; Serhan 

et al., 2014). Os LC-PUFA n-3 parecem ter importante relação com a 

redução de riscos de doenças crônicas, principalmente cardiovasculares 
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e neurológicas como a doença de Alzheimer. Esses ácidos graxos 

também possuem direta relação com processos inflamatórios em 

vertebrados, sendo que os n-6, em geral, são relacionados com processos 

pró-inflamatórios e, os n-3, em geral, relacionados com processos 

resolutivos da inflamação, como a produção substâncias bioativas como 

resolvinas, protectinas e maresinas (Serhan, 2007; Serhan, 2014). De 

uma maneira geral, nas dietas humanas ocidentais há um desequilíbrio 

na ingestão de n-3 e n-6, sendo que os ácidos graxos da série n-6 são 

consumidos em excesso, em detrimento dos n-3 (Simopoulos, 2002; 

Erkkila et al., 2008; Patterson et al., 2012). Em dietas humanas do 

passado, a relação n-3:n-6 era 1:1 (Simopoulos, 2006), mas atualmente 

gira em torno de 0,05:1, sendo que o ideal para a manutenção saudável 

do organismo gira em torno de 0,25:1 até 1:1 (Patterson et al., 2012). É 

justamente este desequilíbrio que podem causar prejuízos à saúde 

humana. 

Portanto, além de se fornecer uma dieta que supra às exigências 

em ácidos graxos da tilápia, o pescado resultante poderá trazer 

benefícios à saúde humana, aumentando a ingestão de ácidos graxos n-3. 

A possibilidade de se acrescentar ácidos graxos n-3 no corpo e no 

músculo da tilápia-do-Nilo, se este for fornecido na dieta, já foi relatada 

(Souza et al., 2007; Corrêa, 2015). Atualmente, a principal fonte 

dietética de ácidos graxos n-3, o óleo de peixe, é obtido através da 

explotação de recursos pesqueiros, já bastante limitados (Naylor et al., 

2009). Entretanto, o uso de algas marinhas se mostra como uma 

alternativa mais sustentável. 

O produto comercial ALL-G-RICH® é a farinha de 

Schizochytrium sp., a qual contém pelo menos 12% de ácido graxo 

docosaexaenoico (DHA, 22:6 n-3) em sua composição total expressa na 

matéria seca do produto, portanto com potencial para aumentar a 

ingestão de n-3 na nutrição humana, utilizando a produção de tilápia 

como veículo. 

Portanto, o presente estudo objetiva verificar se a inclusão de 

ALL-G-RICH® em dietas para tilápia-do-Nilo influencia seu 

desempenho produtivo e sua composição corporal, em temperatura ideal 

de criação, além de investigar a digestibilidade de nutrientes contidos 

neste produto. 
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2.4 MATERIAIS E MÉTODOS 

   

  Todos os experimentos foram conduzidos no 

Laboratório de Biologia e Cultivo de Peixes de Água Doce, pertencente 

ao Departamento de Aquicultura da Universidade Federal de Santa 

Catarina, localizado em Florianópolis, Santa Catarina, Brasil (48° 32’ 

57’’W, 27°35’ 48’’S, elevação 3 m). 

 

2.4.1 Delineamento e dietas experimentais 

 
2.4.1.1 Ensaio alimentar de desempenho 

 

Foram testadas dietas com inclusões crescentes de ALL-G-

RICH® (Tabela 1 e Tabela 2) para a tilapia-do-Nilo, como fonte de 

DHA, além de uma dieta contendo óleo de fígado de bacalhau (OFB) 

(1,7% da dieta, expresso na matéria seca), como controle. O aditivo 

ALL-G-RICH® foi testado em cinco níveis: 0,0; 0,5; 1,0; 2,0 e 4,0% da 

dieta, expresso na matéria seca, em delineamento inteiramente ao acaso, 

com cinco repetições para cada tratamento. Os resultados obtidos 

tratamento com a dieta contendo OFB foram comparados apenas com o 

tratamento contendo ALL-G-RICH® a 1% da dieta, também com cinco 

repetições.  

O objetivo da inclusão desta dieta controle foi comparar o efeito 

do ALL-G-RICH® com àquele de uma fonte tradicional de DHA, ou 

seja, o OFB. Foram mantidas proporções semelhantes dos ácidos graxos 

LOA, α-LNA e PUFA n-6 entre as dietas ao se substituir a banha suína 

pelo ALL-G-RICH® e óleo de milho (Tabela 2). 

As seis dietas (isonitrogenadas, isoenergéticas e isolipídicas 

(Tabela 2) foram formuladas com ingredientes práticos para atender às 

exigências nutricionais de juvenis de tilápia-do-Nilo (NRC, 2011; 

FURUYA et al., 2012). 

Os ingredientes foram moídos em moinho de martelo e 

peneirados manualmente com malha de 30 mesh, pesados em balança 

semi-analítica e homogeneizados em misturador horizontal por 15 min. 

Após, os óleos foram adicionados, a umidade foi corrigida para 230 g 

kg-1 com a adição de água destilada, sendo a mistura homogeneizada por 
mais 15 min. As dietas passaram por processo de extrusão à 100°C, 

resultando em péletes de 2 a 3 mm, os quais foram secos à 50°C até 

atingir 920 g kg-1 de matéria seca. As dietas, após a secagem, foram 

estocadas em unidades hermeticamente fechadas, protegidas da luz, a 

uma temperatura de 4°C. 
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Tabela 1. Composição analisada da farinha de alga Schizochitryum sp.(ALL-G-
RICH®)1. 

Composição ALL-G-RICH® 

Proximal (% matéria seca) 

 Matéria seca 98,65 
Proteína bruta 11,18 

Extrato etéreo 44,67 

Matéria mineral 3,25 

  Ácidos graxos selecionados2 e grupos3 de ácidos graxos (% do total ácidos 

graxos) e (mg g lipídios-1, entre parênteses) 

18:2 n-6 LOA ND4 

18:3 n-3α-LNA ND 
20:4 n-6 ARA ND 

20:5 n-3 EPA 0,28 (2,04) 

22:5 n-3 DPA 0,41 (2,99) 
22:6 n-3 DHA 23,98 (72,72) 

SFA³ 66,63 (271,13) 

MUFA³ 1,07 (7,91) 
PUFA³ 30,82 (227,6) 

PUFA n-6 5,75 (42,5) 

PUFA n-3 25,06 (185,1) 
LC-PUFA³ 30,59 (225,93) 

LC PUFA n-6 5,53 (40,83) 

LC PUFA n-3 25,06 (185,1) 
n-3/n-6 4,36 

1 Produzido por Alltech Inc. (Kentucky, EUA) e importado por Alltech do Brasil 

Agroindustrial LTDA (Araucária, Brasil). 
2 Ácidos graxos detectados e totalizados: 10:0, 12:0, 14:0, 15:0, 16:0, 17:0, 18:0, 22:0, 16:1n-7, 

22:1n-11, 18:3n-6, 20:3n-6, 20:4n-3, 20:5n-3, 22:4n-6, 22:5n-3, 22:6n-3.  
3 Grupos de ácidos graxos: SFA= saturados, MUFA= monoinsaturados, PUFA= poli-
insaturados, LC-PUFA= poli-insaturados de cadeia longa (20 a 22 carbonos). 
4 ND = Não detectado (<0,05%). 
 

2.4.1.2 Ensaio alimentar de digestibilidade 

 

Foram medidas a digestibilidade da proteína bruta, da matéria seca, do 

extrato etéreo, do DHA e do ácido palmítico (16:0, PAL) do aditivo 

ALL-G-RICH®. Utilizou-se uma dieta referência (0,1% de óxido de ítrio 

como marcador inerte) com ingredientes semi-purificados, formulada 

com base na exigência da tilápia-do-Nilo, e uma dieta teste, composta de 

900 g kg-1 da dieta referência e 100 g kg-1 de ALL-G-RICH® (Tabela 3). 

Foram utilizados oito tanques especiais cilindro-cônicos que permitiam 

a coleta das fezes. Cada tanque consistia numa unidade experimental, 
totalizando quatro repetições por dieta. O procedimento de preparação 

das dietas foi o mesmo adotado no ensaio alimentar de desempenho. 
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2.4.2 Peixes e procedimentos experimentais 

 
2.4.2.1 Ensaio alimentar de desempenho 

 

Trinta grupos de 25 juvenis de tilápia-do-Nilo (Oreochromis 
niloticus) da linhagem GIFT foram obtidos da empresa ACQUA SUL 

(Ilhota, Santa Catarina, Brasil), após a masculinização do lote (>99%). 

O manejo dos animais em ambos ensaios alimentares (desempenho e 

digestibilidade) seguiu o protocolo n° PP00815, aprovado pela 

Comissão de Ética no Uso de Animais da Universidade Federal de Santa 

Catarina (CEUA, UFSC). 

Os peixes foram aclimatados às condições experimentais por 14 

dias. Nos primeiros sete dias, foram estocados em dois tanques de 1000 

L e, depois, por mais sete dias, nas 30 unidades experimentais 

definitivas, que consistiam em tanques de 100 L acoplados ao mesmo 

sistema de recirculação. Neste período de aclimatação, os peixes foram 

alimentados diariamente às 9 h e às 16 h, até a saciedade aparente, com 

a dieta 0% de inclusão de ALL-G-RICH®. Foram coletados 15 peixes 

para análise de composição corporal inicial. 

Durante o período experimental, que durou 57 dias, os peixes 

com peso médio inicial (+ desvio padrão) de 8,35 ± 0,80 g, foram 

alimentados adotando-se o mesmo procedimento da aclimatação. As 

variáveis indicadoras da qualidade da água foram medidas diariamente, 

sendo elas: temperatura 27,84 ± 0,36°C, oxigênio dissolvido 5,19 ± 0,57 

mg L-1 e pH 6,98 ± 0,22. Amônia total 0,65 ± 0,10 mg L-1 e nitrito 0,01 

mg L-1 foram medidos semanalmente. Todas as variáveis medidas 

mantiveram-se dentro da faixa de conforto para a espécie (Popma & 

Lovshin, 1995). A vazão de entrada de água em cada unidade 

experimental foi de 540 mL min-1, o fotoperíodo 12 h de luz, sendo que 

a intensidade luminosa média, em cada tanque, foi de 9 ± 2 lux. 

Mediu-se o consumo de ração pelos peixes de cada unidade 

experimental, por meio da pesagem diária dos respectivos potes de 

armazenamento, ao final da segunda alimentação. A cada 14 dias, foi 

realizada biometria para acompanhamento do ganho em peso e, ao final 

dos 57 dias, realizou-se também a coleta de três peixes por tanque para 

análise corporal. Os peixes foram sacrificados por meio de 
aprofundamento anestésico (200 mg L-1 Eugenol®, Biodinâmica, 

Ibiporã, Paraná), seguido por secção da coluna vertebral. 
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2.4.2.2 Ensaio alimentar de digestibilidade 

 
Os oito grupos de 39 juvenis de tilápia-do-Nilo do mesmo lote e 

fornecedor, foram mantidos no mesmo sistema de recirculação em 

tanques de 1000 L e alimentados com dieta extrudada comercial (320 g 

kg-1 de proteína bruta), até atingir peso médio de 65,86 ± 0,88 g. 

Posteriormente, foram transferidos para tanques cilindro-cônicos com 

200 L de capacidade útil, que continham um tubo de 50 mL para coleta 

de fezes por sedimentação (método indireto), os quais ficavam imersos 

em recipientes isotérmicos, com gelo, para evitar degradação 

microbiana. Os procedimentos foram os mesmos utilizados por 

RODRIGUES et al. (2011). 

Os animais foram aclimatados às condições ambientais (inclusive 

recebendo as dietas experimentais) por 10 dias. As variáveis indicadoras 

da qualidade de água foram medidas diariamente, sendo suas médias + 

desvio padrão: temperatura, 27,86 ± 0,05°C, oxigênio dissolvido, 4,94 ± 

0,30 mg L-1, pH, 6,58 ± 0,10. A vazão de entrada de água em cada 

tanque foi 3 L min-1. 

A alimentação ocorreu duas vezes ao dia (6 h e 12 h), até a 

saciedade aparente. Antes da coleta das fezes, aproximadamente uma 

hora após cada alimentação, as paredes dos tanques eram vigorosamente 

limpas e cerca de 70% da água era trocada. Este procedimento evita a 

contaminação das fezes com ração e, por ser feito uma hora após a 

alimentação, previne que se colete qualquer pélete regurgitado. As 

coletas de fezes eram feitas dentre 8 h e 12 h e entre 14 h e 18 h. 

 

2.4.3 Análises químicas 

 

A composição centesimal corporal, dos ingredientes e dietas 

foram determinadas de acordo com métodos da AOAC (1999): proteína 

bruta (Kjeldahl, método 945.01), lipídeos (Soxthlet, método 920.39C), 

matéria mineral (mufla a 550 °C, método 942.05) e matéria seca (estufa 

105°C, método 950.01). A energia bruta foi determinada em bomba 

calorimétrica (marca PARR, modelo ASSY 6200, PARR Instrument 

Company, Moline, Illinois, EUA), de acordo com as instruções do 

fabricante. 
As análises de ácidos graxos foram conduzidas no Laboratório de 

Nutrição de Organismos Aquícolas (LABNUTRI, UFSC) em parceria 

com o Laboratório de Morfogênese e Bioquímica Vegetal (LMBV, 

UFSC). Brevemente, os lipídios das amostras (ingredientes, dietas e 

corpo dos peixes) foram extraídos a frio e quantificados pelo método de 
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FOLCH et al. (1957), modificado por WAYS E HANAHAN (1964). 

Em seguida, os ácidos graxos foram esterificados, usando-se o método 

de O’FALLON et al. (2007) e separados em cromatógrafo de gás (GC–

2014, Shimadzu, Kyoto, Japan), equipado com coluna capilar (RTX® 

2330, 105 m × 0.25 mm ID, 0.20 μm; Restek®, Bellefont, EUA). O 

fluxo da coluna foi 1 mL min−1, o gás de arraste, H2, e o gás de make up, 

N2. Os demais parâmetros operacionais foram os mesmos descritos por 

CORRÊA et al. (2017). 

 
Tabela 3. Composição e perfil de ácidos graxos das dietas utilizadas no ensaio de 
digestibilidade. 

Ingrediente (%, matéria seca) 
              Dietas 

Referência Teste 

Amido de milho¹ 44,30 39,87 
Caseína¹ 28,30 25,47 

ALL-G-RICH®² 0,00 10,00 

Gelatina¹ 8,80 7,92 
Celulose microfina¹ 6,80 6,12 

Premix macromineral³ 3,00 2,70 

Banha de suínos4 2,90 2,61 
Fosfato bicálcico¹ 2,50 2,25 

Óleo de milho5 2,00 1,80 

Premix vitamínico6 1,20 1,08 
Cloreto de colina1 0,10 0,09 

Óxido de ítrio7 0,10 0,09 

Composição proximal (% matéria seca) 

Matéria seca 96,60 87,88 
Proteína bruta 33,85 34,39 

Extrato etéreo 4,52 10,75 
Matéria mineral 4,67 4,34 

Ácidos graxos selecionados8 e grupos9 de ácidos graxos (% do total ácidos 

graxos) e (mg g lipídios-1, entre parênteses) 

18:2 n-6 LOA 30,97 (301,18) 12,98 (110,42) 
18:3 n-3 α-LNA 1,06 (10,31) 0,45 (3,86) 

20:4 n-6 ARA ND10 ND 

20:5 n-3 EPA ND ND 
22:5 n-3 DPA ND 0,23 (1,99) 

22:6 n-3 DHA ND 13,47 (114,56) 

SFA 28,29 (275,05) 51,97 (442,09) 
MUFA 38,78 (377,09) 16,06 (136,64) 

PUFA 32,03 (311,50) 30,79 (261,96) 

PUFA n-6 30,97 (301,18) 16,40 (139,48) 
PUFA n-3 1,06 (10,31) 14,40 (122,49) 

LC-PUFA ND 17,11 (145,52) 

LC-PUFA n-6 ND 3,16 (26,89) 
LC-PUFA n-3 ND 13,95 (118,63) 

n-3/n-6 0,03 0,88 
1Produzido por Rhoster (Araçoiaba da Serra, Brasil). 
2Produzido por Alltech Inc. (Kentucky, EUA) e importado por Alltech do Brasil 

Agroindustrial LTDA (Araucária, Brasil).  
3CaHPO4 (454g kg-1), K2SO4 (297 g kg-1), NaCl (174 g kg-1), MgSO4 (75 g kg-1). 
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4 Produzido por Seara Alimentos S.A. (Itajaí, Brasil). 
5 Suavit, produzido por Cocamar LTDA, (Maringá, Brasil). 
6 Premix vitamínico-mineral Poli-Nutri (Treze Tílias, Brasil), composição por kg produto: 

vit. (vitamina) A 1.000.000 UI, vit. D3 500.000 UI, vit. E 20.000 UI, vit. K3 500 mg, vit. B1 

500 mg, vit. B2 1.750 mg, vit. B6 1.125 mg, vit. B12 3.750 mg, niacina 5.000 mg, pantotenato 

de cálcio 5.000mg, ácido fólico 250 mg, biotina 50 mg, ferro 13,75 g, cobre 2.000 mg, 

manganês 3.750 mg, zinco 25 g, cobalto 25 mg, iodo 100 mg, selênio 75 mg. 
7 Produzido por Merck KGaA (Darmstadt, Alemanha). 
8 Ácidos graxos detectados e totalizados: 10:0, 12:0, 14:0, 15:0, 16:0, 17:0, 18:0, 22:0, 16:1n-

7, 22:1n-11, 18:3n-6, 20:3n-6, 20:4n-3, 20:5n-3, 22:4n-6, 22:5n-3, 22:6n-3.  
9 Grupos de ácidos graxos: SFA= saturados, MUFA= monoinsaturados, PUFA= poli-

insaturados, LC-PUFA= poli-insaturados de cadeia longa (20 a 22 carbonos). 
10 Não detectado (<0,05%). 

 

Para a identificação e quantificação dos ácidos graxos, os tempos 

de retenção e áreas sob o pico de cada ácidos graxos foram comparados 

com padrões externos (37 Component FAME Mix e PUFA No.3: 

menhaden oil, Supelco, Bellefonte, EUA) e o padrão interno 23:0 

(Tricosanoic acid, Sigma, Saint Louis, EUA). As áreas dos picos foram 

corrigidas pelo fator de correção teórico do detector de ionização em 

chama (Visentainer & Franco, 2006). 

 

2.4.4 Variáveis mensuradas 

 

As variáveis de crescimento, eficiência alimentar, utilização dos 

nutrientes e coeficientes de digestibilidade aparente (CDA) foram 

calculados de acordo com as fórmulas abaixo: 

 
𝐺𝑎𝑛ℎ𝑜 𝑒𝑚 𝑃𝑒𝑠𝑜 (𝑔) = 𝑃𝑒𝑠𝑜𝑓(𝑔) − 𝑃𝑒𝑠𝑜𝑖(𝑔) 

Onde: i = inicial e f  = final. 
 

𝑇𝑅𝑃, % =
𝐵𝑀𝑖(𝑘𝑔) × 𝑃𝐵𝐶𝑜𝑟𝑝𝑖(𝑔 𝑘𝑔−1) − 𝐵𝑀𝑓(𝑘𝑔) × 𝑃𝐵𝐶𝑜𝑟𝑝𝑓(𝑔 𝑘𝑔−1)

𝐶𝑜𝑛𝑠𝑢𝑚𝑜 𝑑𝑒 𝑃𝐵(𝑘𝑔)
× 100 

Onde: TRP = Taxa de retenção proteica, BM = Biomassa, PB = 

proteína bruta, Corp = corporal. 

 

𝐶𝑜𝑛𝑣𝑒𝑟𝑠ã𝑜 𝐴𝑙𝑖𝑚𝑒𝑛𝑡𝑎𝑟 =
𝐶𝑜𝑛𝑠𝑢𝑚𝑜 (𝑔)

𝐵𝑀𝑓(𝑔) − 𝐵𝑀𝑖(𝑔)
 

 

𝑇𝐶𝐸, % =  
ln 𝑃𝑒𝑠𝑜𝑓 − ln 𝑃𝑒𝑠𝑜𝑖

𝑃𝑒𝑟í𝑜𝑑𝑜 (𝑑𝑖𝑎𝑠)
× 100 

Onde: TCE = Taxa de crescimento específico. 

 

𝐶𝐷𝐴(%) = 100 − [100 × (
𝑀𝑎𝑟𝑐𝑎𝑑𝑜𝑟𝐷𝑖𝑒𝑡𝑎

𝑀𝑎𝑟𝑐𝑎𝑑𝑜𝑟𝐹𝑒𝑧𝑒𝑠

) × (
𝑁𝑢𝑡𝑟𝑖𝑒𝑛𝑡𝑒𝐹𝑒𝑧𝑒𝑠

𝑁𝑢𝑡𝑟𝑖𝑒𝑛𝑡𝑒𝐷𝑖𝑒𝑡𝑎

)] 
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Onde: CDA = Coeficiente de digestibilidade aparente. 

 

𝐶𝐷𝐴𝑖𝑛𝑔(%) = 𝐶𝐷𝐴𝑑𝑡 + [(𝐶𝐷𝐴𝑑𝑡 − 𝐶𝐷𝐴𝑟𝑒𝑓) × (
0,9×𝑁𝑢𝑡𝑟𝑖𝑒𝑛𝑡𝑒𝑟𝑒𝑓

0,1×𝑁𝑢𝑡𝑟𝑖𝑒𝑛𝑡𝑒𝑖𝑛𝑔
)]Onde: ing = 

ingrediente, dt = dieta teste e ref = dieta referência. 

 

2.4.5 Análises estatísticas 

 
Todos os dados obtidos foram testados quanto à normalidade, 

homocedasticidade e independência dos resíduos (teste de Durbin-

Watson). Para avaliar a inclusão de ALL-G-RICH®
 na dieta sobre as 

variáveis de desempenho e perfil de ácidos graxos, os dados foram 

submetidos à análise de regressão linear. Os dados dos peixes 

alimentados com a dieta contendo OFB foram comparados com a dieta 

contendo 1,0 % ALL-G-RICH®, utilizando-se o teste t de Student. O 

nível de significância adotado foi de 5% para todos os testes. 

 

2.5 RESULTADOS 

 

2.5.1 Ensaio alimentar de desempenho 

 
  As diferentes inclusões de ALL-G-RICH® não afetaram 

o ganho em peso, conversão alimentar, taxa de crescimento específico e 

taxa de retenção proteica (Tabela 4).  Do mesmo modo, a inclusão 

também não afetou a composição proximal corporal, em termos de 

proteína bruta, matéria seca, extrato etéreo e matéria mineral (Tabela 5). 

Entretanto, o perfil de ácidos graxos corporal foi influenciado pela 

inclusão de ALL-G-RICH®. A concentração corporal do ácido 

araquidônico (20:4 n-6, ARA), considerado um LC-PUFA, assim como 

dos ácidos graxos monoinsaturados (MUFA) diminuíram 

significativamente com o aumento da inclusão de ALL-G-RICH® 

(Tabela 5). Por outro lado, houve aumento significativo da concentração 

de outros ácidos graxos, sendo eles o EPA, o LOA, e o DHA (DHA 

pode ser observado na Figura 3). Do mesmo modo, alguns grupos de 

ácidos graxos aumentaram, tais como PUFA, PUFA n-3, LC-PUFA e 

LC-PUFA n-3. Ainda, a relação n-3:n-6 na composição corporal 
aumentou significativamente com o aumento na inclusão do produto.  

Quando as variáveis de desempenho (ganho em peso, conversão 

alimentar, taxa de crescimento específico), de utilização dos nutrientes 

(taxa de retenção proteica) foram comparadas somente entre os peixes 

alimentados com as dietas com OFB e a inclusão de ALL-G-RICH® a 
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1%, percebeu-se que também não houve efeito no desempenho, retenção 

(Tabela 6), mas sim na composição corporal e perfil de ácidos graxos 

corporais (Tabela 7). Nesta comparação, peixes alimentados com a dieta 

OFB aumentaram significativamente seu conteúdo corporal de proteína 

bruta, ácidos graxos EPA, DPA e DHA (Figura 4), além do LOA e do α-

LNA. Também houve aumento significativo nos grupos de ácidos 

graxos MUFA, PUFA, PUFA n-6, PUFA n-3, LC-PUFA e LC-PUFA n-

3, além de uma maior relação n-3/n-6. Inversamente, a quantidade de 

lipídios e os grupos SFA e LC-PUFA n-6 diminuíram significativamente 

em peixes alimentados com a dieta OFB (Tabela 7). 

 

 
Figura 3.  Regressão linear da quantidade de ácido docosaexaenoico (DHA) corporal de 

juvenis de tilápia-do-Nilo após 57 dias de alimentação com dietas contendo doses crescentes de 
ALL-G-RICH®. 

 

2.5.2 Ensaio alimentar de digestibilidade 

 

A digestibilidade dos nutrientes contidos no ALL-G-RICH® 

foram 82,80% para a proteína bruta, 83,63% para o extrato etéreo, 

77,91% para matéria seca, 96,10% para o DHA e 70,81% para o ácido 

palmítico (PAL, 16:0). 
 

 

 

 

 

 

 

R² = 0,805 
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Tabela 6. Desempenho de juvenis de tilápia-do-Nilo alimentados com duas fontes 

de DHA na dieta, ALL-G-RICH® ou óleo de fígado de bacalhau, por 57 dias. 

Variáveis 

Dietas     

1% 

ALL-G-

RICH®¹ 

Óleo de 

fígado de 

Bacalhau 

Pooled 

SEM 
P-Value 

Ganho em peso (g) 87,79 82,38 11,47 NS 

Taxa de crescimento específico (%) 4,38 4,25 0,00 NS 

Conversão alimentar 1,10 1,09 0,00 NS 

Taxa de retenção proteica (%) 37,72 38,92 1,11 NS 
1Produzido por Alltech Inc. (Kentucky, EUA) e importado por Alltech do Brasil Agroindustrial 
LTDA (Araucária, Brasil). 

 

2.6 DISCUSSÃO 

    

A dieta é o principal fator determinante da composição lipídica 

corporal em peixes (Tocher, 2015). Já foi relatado que a diferença nas 

proporções dos ácidos graxos dietéticos influencia diretamente no perfil 

de ácidos graxos corporal da tilápia-do-Nilo (Corrêa et al., 2017). 

Similarmente, neste estudo, a inclusão de ALL-G-RICH®, rico em 

DHA, influenciou positivamente a concentração corporal deste ácido 

graxo em juvenis de tilápia-do-Nilo. Apesar da quantidade de DHA 

aumentar na dieta a uma taxa média de 1,95 vezes a cada nível de 

inclusão na dieta, a quantidade de DHA corporal aumentou na 

proporção de 1,74 (Tabelas 2 e 5). Isto era esperado, já que, quanto 

maior a concentração de um ácido graxo na dieta, menor sua eficiência 

na deposição corporal (Glencross et al., 2014). 

Aliado a isso, possivelmente, parte do DHA pode ter entrado na 

rota metabólica de β-oxidação (Oboh et al., 2017) ou formação de 

compostos bioativos como protectinas, resolvinas e maresinas, que 

possuem efeito pró-resolução de processos inflamatórios, além de ser 

utilizado para deposição corporal (Serhan 2007; Serhan et al., 2008; 

Serhan, 2014). 

A quantidade corporal de ARA diminuiu, enquanto que a de LOA 

aumentou (Tabela 5). Isto se deve, provavelmente a menor conversão de 

LOA em ARA, pois as enzimas responsáveis pelo elongamento e 

dessaturação possuem afinidade maior por ácidos graxos LC-PUFA do 

que com LOA (Glencross, 2009), nos quais a quantidade de LC-PUFA 

foi aumentando com a inclusão da alga. 
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Tabela 7.  Composição corporal e perfil de ácidos graxos em juvenis 

de tilápia-do-Nilo alimentados com duas fontes de DHA na dieta, 

ALL-G-RICH®1 ou óleo de fígado de bacalhau, por 57 dias. 

 

 
Dietas 

1% 

ALL-G-

RICH® 

Óleo de fígado 

de Bacalhau 

Pooled 

SEM 

P-

Value 

Composição, % matéria natural 

Matéria seca 29,90 29,00 0,28 NS 

Proteína bruta 15,30 15,99 0,07 0,030 

Lipídios 10,54 8,96 0,16   0,004 

Matéria mineral 4,75 3,82 0,39 NS 

     Ácidos graxos selecionados2 e grupos3 de ácidos graxos (% do total 

ácidos graxos) e (mg g lipídios-1, entre parênteses) 

18:2 n-6 LOA 12,83 (97,42) 13,90 (107,88) 6,57 0,003 

18:3 n-3 α-LNA 0,67 (5,06) 0,71 (5,60) 0,04 0,023 

20:4 n-6 ARA 1,03 (7,84) 1,04 (8,19) 0,06 NS 

20:5 n-3 EPA ND 0,16 (1,21) 0,00 <0,001 

22:5 n-3 DPA 0,11 (0,82) 0,52 (4,00) 0,07 <0,001 

22:6 n-3 DHA 1,14 (8,67) 1,78 (14,12) 0,25 <0,001 

SFA 36,91 (280,91) 34,32 (261,56) 40,98 0,016 

MUFA 40,33 (306,17) 40,38 (307,00) 18,13 NS 

PUFA 22,66 (172,11) 25,34 (195,76) 7,70 <0,001 

PUFA n-6 15,63 (118,71) 16,21 (125,67) 1,28 <0,001 

PUFA n-3 1,91 (14,55) 3,31 (25,66) 0,37 <0,001 

LC-PUFA 3,86 (29,42) 4,62 (36,06) 0,38 <0,001 

LC PUFA n-6 2,62 (19,93) 2,16 (16,61) 8,79 0,047 

LC PUFA n-3 1,25 (9,49) 2,47 (19,45) 0,60 <0,001 

n-3/n-6 0,12 0,20 0,00 <0,001 
1Produzido por Alltech Inc. (Kentucky, EUA) e importado por Alltech do Brasil 

Agroindustrial LTDA (Araucária, Brasil). 
2Ácidos graxos detectados e totalizados: 10:0, 12:0, 14:0, 15:0, 16:0, 17:0, 18:0, 22:0, 16:1n-

7, 22:1n-11, 18:3n-6, 20:3n-6, 20:4n-3, 20:5n-3, 22:4n-6, 22:5n-3, 22:6n-3.  
3Grupos de ácidos graxos: SFA= saturados, MUFA= monoinsaturados, PUFA= poli-
insaturados, LC-PUFA= poli-insaturados de cadeia longa (20 a 22 carbonos). 
4Não detectado (<0,05%). 

Já ao comparar a composição corporal em termos de proteína 

bruta e lipídios corporais de juvenis de tilápia nilótica alimentados com 

1% de ALL-G-RICH® com àqueles alimentados com OFB observa-se 

maior concentração de proteína bruta e menor concentração lipídica nos 

animais que estavam no tratamento com OFB. Provavelmente esta 

diferença ocorreu por causa da concentração lipídica nas dietas, que foi 

menor no tratamento com OFB (Tabela 2) ou ainda pela maior 

eficiência energética e de deposição de lipídios do grupo SFA, que foi 

maior na dieta com 1% de ALL-G-RICH® em comparação à dieta com 

OFB (Baillie et al., 1999). Também, o DHA corporal dos juvenis de 
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tilápia nilótica alimentados com 1% de ALL-G-RICH® com àqueles 

alimentados com OFB observa-se uma quantidade de DHA corporal 

maior no segundo grupo, por volta de 56%, sendo que nas dietas a 

diferença na concentração deste ácido graxo era de apenas 18%. 

Provavelmente esta diferença decorreu das variação no conteúdo 

de EPA entre as dietas. O conteúdo de EPA na dieta OFB era 15 vezes 

maior do que aquele da dieta que possuía a maior inclusão de ALL-G-

RICH® (4%). Apesar disso, a concentração de EPA corporal foi apenas 

quatro vezes maior, levando à hipótese de que parte do EPA oriundo da 

dieta OFB foi transformado em DHA.  

A biossíntese de DHA em vertebrados através de seus 

precursores (α-LNA e EPA) ocorre por diferentes vias. O α-LNA pode 

ser transformado em EPA através de duas vias (que incluem 

dessaturases Δ8 ou Δ6) e, posteriormente, o EPA pode ser transformado 

em DHA por meio de duas outras vias (dessaturases Δ4 ou Δ6) (Oboh et 

al., 2017). A biossíntese por meio da dessaturase Δ4, converte o EPA 

em ácido docosapentaenoico (22:5 n-3, DPA) e depois em DHA. Já a 

via Δ6, transforma o EPA em DPA, em ácido tetracosapentaenoico 

(24:5 n-3, TPA), em ácido tetracosaexaenoico (24:6 n-3, THA) e, por 

fim, ocorre uma β-oxidação, originando DHA. Em alguns peixes, 

incluindo a tilápia-do-Nilo, ambas as vias foram identificadas (Oboh, et 

al., 2017). Outro fato importante que corrobora a hipótese de que o EPA 

foi convertido em DHA no presente estudo, é a quantidade de DPA, que 

é um intermediário entre o EPA e o DHA (Tocher, 2015), o qual foi 

encontrado em maior quantidade no corpo dos peixes alimentados com 

OFB. A quantidade de DPA teve pouca variação nas dietas (Tabela 2). 

Entretanto, apresentou grande variação no perfil de ácidos graxos 

corporais (Tabelas 5 e 7). 

Assim, se a dieta é o principal fator modulante do perfil de ácidos 

graxos corporais em peixes, não se esperaria diferença na quantidade de 

DHA no corpo dos animais alimentados com 1% e OFB (Tabela 7), já 

que estas dietas contêm concentrações similares de DHA. 

Adicionalmente, quando se compara as dietas 4% e OFB, as quais 

possuem conteúdo semelhante de DPA, o conteúdo corporal de DPA foi 

muito maior nos peixes alimentados com OFB, o que sugere que DPA e 

DHA corporais, acima do esperado, são oriundos do EPA que sofreu 
elongação e dessaturação. Além da tilápia-do-Nilo, outros teleósteos 

possuem capacidade de elongação de EPA para DPA, de DPA para TPA 

(Elovl2, Elovl4, Elovl5), além de dessaturação de DPA para DHA (Δ4) 

e de TPA para THA (Δ6) (Monroig et al., 2014; Morais et al., 2012; 

Castro et al., 2016). 
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A inclusão da alga não influenciou em nenhuma variável de 

desempenho medida, ficando claro que a tilápia-do-Nilo não exige LC-

PUFA em condições ótimas de criação, a 28°C (Tabela 4). Por outro 

lado, o excesso de LC-PUFA, dado sua vulnerabilidade à oxidação, 

poderia causar um desequilíbrio no sistema antioxidante dos peixes, o 

que desencadearia um processo de peroxidação lipídica nos tecidos, 

levando ao estresse oxidativo (Garrido et al., 1989; Van der Berg et al., 

1991; Stéphan et al., 1994) e prejudicando o crescimento dos peixes 

(Gao et al., 2013), o que não aconteceu. 

O DHA apresentou alta digestibilidade (96,10%), muito próxima 

à relatada em outro estudo com tilápia-do-Nilo (Sarker et al., 2016), 

enquanto que o PAL, apresentou baixa digestibilidade (70,81%). Estes 

são os ácidos graxos encontrados em maior quantidade no ALL-G-

RICH® (Tabela 1). Baixa digestibilidade de PAL também foi relatada 

para o salmão do Atlântico (Salmo salar), quando alimentado com o 

mesmo aditivo (Kousoulaki et al., 2016). Outro estudo com tilápia-do-

Nilo alimentada com Schizochytrium sp., também relatou baixa 

digestibilidade do grupo de ácidos graxos saturados, que inclui o PAL 

(Sarker et al., 2016). Estes resultados podem ter ocorrido devido à 

posição em que os ácidos graxos estão dispostos nos triacilglicerois 

encontrados em Schizochytrium sp.. As lipases, principalmente as 

pancreáticas, possuem preferência para hidrolizar os ácidos graxos 

posicionados na posição sn1 e sn3 dos triacilglicerois (Cristophe, 2005). 

Portanto, sugere-se que Schizochytrium sp. armazene preferencialmente 

DHA nas posições sn1 e sn3 e PAL na posição sn2. 

Concluindo, a inclusão dietética de até 4% de ALL-G-RICH® não 

prejudicou o desempenho de tilápias-do-Nilo e pode ser usada como 

estratégia para aumentar o teor final de DHA em juvenis de tilápia-do-

nilo para até 3,57% do total de ácidos graxos ou 26,81 mg g lipídio-1 na 

composição corporal. A inclusão dietética de outros ácidos graxos, mais 

especificamente o EPA, aumenta o acúmulo de DHA corporal, 

provavelmente se valendo de uma eficiente via de biossíntese. 

Entretanto, esta estratégia necessita o uso de óleo de peixe, que é um 

ingrediente escasso e caro. Por fim, a digestibilidade de DHA do ALL-

G-RICH® é alta, entretanto, outro ácido graxo encontrado em grade 

quantidade neste aditivo, o PAL, possui baixa digestibilidade.  
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3.1 RESUMO 

 

O objetivo deste estudo foi verificar se a inclusão dietética de ALL-G-

RICH®, aditivo rico em ácidos graxos poli-insaturados (PUFA) da série 

n-3, pode causar dano oxidativo à biomoléculas na tilápia-do-Nilo. Foi 

realizado um ensaio alimentar com inclusão de 0,0; 0,5; 1,0; 2,0 e 4,0 % 

de ALL-G-RICH®, além de um tratamento controle, contendo óleo de 

fígado de bacalhau (OFB), o qual possuia nível de ácido 

docosaexaenoico (22:6 n-3, DHA) comparável àquele na inclusão de 1% 

de ALL-G-RICH®. Após 57 dias de alimentação, foram avaliados: 

danos ao DNA (ensaio cometa), danos à proteínas (carbonilação de 

proteínas) e índices de peroxidação lipídica, por meio dos níveis de 

malondialdeído (MDA, TBARS e FL-HPLC), adutos de 4-

hidroxinonenal e MDA à proteínas. A crescente inclusão de ALL-G-

RICH® na dieta não afetou as variáveis analisadas. Em comparação com 

a dieta controle, com OFB, a dieta contendo 1% ALL-G-RICH® 

apresentou menores níveis de MDA; entretanto, não houve alteração nos 

outros parâmetros analisados. Os dados obtidos neste estudo deixam 

claro que o aumento da ingestão de PUFA n-3 pela tilápia-do-Nilo, 

propiciado pela inclusão de ALL-G-RICH®, não causa danos ao DNA, 

lipídios e proteína nos peixes. 

 

Palavras-chave: lipoperoxidação, 4-HNE, dano oxidativo, ensaio 

cometa, carbonilação de proteínas, tilápia, dieta com ácidos graxos poli-

insaturados. 
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3.2 INTRODUÇÃO 

 

  A importância da tilápia-do-Nilo para a piscicultura 

mundial é amplamente conhecida, sendo hoje uma das principais 

espécies criadas em confinamento (FAO 2017). Apesar de já existir um 

pacote tecnológico relativamente bem desenvolvido para esta espécie, a 

compreensão do metabolismo de ácidos graxos ainda está em fase de 

consolidação (Teoh et al. 2011; Nobrega et al. 2017; Corrêa et al. 2017).  

A exigência nutricional de uma determinada espécie de peixe está 

relacionada às suas necessidades fisiológicas, o que nem sempre 

coincide com a quantidade desejável do nutriente no pescado para 

beneficiar a nutrição humana (Tocher 2010). A nutrição animal pode 

contribuir para o fornecimento de uma dieta que supra às exigências em 

ácidos graxos de peixes, com potenciais benefícios à saúde humana.   

De uma maneira geral, nas dietas humanas ocidentais há um 

desequilíbrio na relação de ácidos graxos n-3:n-6. Em geral, ácidos 

graxos da série n-6, relacionados a processos pró-inflamatórios, são 

consumido em excesso. Por outro lado, as dietas humanas são 

deficientes em ácidos graxos n-3, relacionados a processos resolutivos 

da inflamação, responsáveis pela menor incidência de doenças 

cardiovasculares e neurológicas (; Nettleton 1994; Simopoulos et al. 

1999; Simopoulos et al. 2002; Serhan 2007, Erkkila et al. 2008; Serhan, 

2014).  Em dietas humanas do passado, a relação n-3:n-6 era 1:1, mas 

atualmente gira em torno de 0,06:1, sendo que o ideal para uma 

manutenção saudável do organismo seria de 0,25:1 (Simopoulos, 2006). 

Existe a possibilidade de aumentar a proporção de ácidos graxos 

n-3 no corpo da tilápia-do-Nilo por meio do aumento desta proporção na 

dieta dos peixes (Souza et al. 2007). Porém, é sabido que um maior 

aporte de ácidos graxos de cadeia longa (≥ 20 carbonos) e poli-

insaturados (duas ou mais ligações duplas, PUFA) pode impactar 

negativamente o aparato antioxidante de vertebrados (Garrido et al. 

1989; Huang et al. 1998). Essas consequências negativas, em geral, 

estão relacionadas à facilidade de oxidação dos PUFA (Lu and Lu 

2002), potencializando processos que podem levar a danos oxidativos 

em lipídeos, proteínas e ácidos nucleicos. 

Os danos oxidativos à biomoléculas ocorrem quando há uma 
mudança no equilíbrio oxidante/antioxidante em prol dos oxidantes, o 

que provoca mudanças significativas em suas funções e pode levar a 

várias patologias (Birben et al. 2012). 

Existem vários marcadores de dano oxidativo à biomoléculas, os 

quais frequentemente avaliam danos aos lipídios, proteínas e DNA. Os 
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métodos mais utilizados para detecção de danos aos lipídios são os que 

medem os produtos finais da peroxidação lipídica, como o 

malondialdeído (MDA) e o 4-hidroxinonenal (4-HNE) (Forman et al, 

2015; Calamaras et al. 2015). Uma das técnicas mais empregadas para 

detectar MDA é a análise de TBARS (substâncias reativas ao ácido 

tiobarbitúrico), a qual não é muito específica. Os métodos mais 

indicados para a análise de MDA são aqueles que utilizam 

cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC). Recentemente foi 

descrito um método que emprega HPLC com detector de fluorescência 

(FL-HPLC), o qual é específico para detecção de MDA (Domijan et al. 

2015). Além disso, o MDA e o 4-HNE podem formar adutos com 

proteínas, os quais também podem ser usados como marcadores de dano 

oxidativo (Bradley-Whitman e Lovell 2015). A disponibilidade de 

anticorpos específicos para esses adutos permite uma análise 

complementar de danos oxidativos por Western blot ou por dot blot. Os 

danos às proteínas também podem ser medidos pela carbonilação de 

proteínas, que em geral aumenta em condições pró-oxidativas (Dowling 

et al, 2006). A eletroflorese de uma única célula, também chamada de 

ensaio cometa, é o método mais utilizado para mensuração de danos ao 

DNA (Singh et al. 1988). Este método identifica, em meio alcalino, 

sítios lábeis no DNA. O dano causado por agentes clastogênicos leva a 

quebra das cadeias de DNA e pode ser identificado pelo ensaio cometa. 

Este método foi adaptado para eritrócitos de peixes com sucesso (Lemos 

et al, 2005). 

Atualmente, a principal fonte dietética de n-3, o óleo de peixe, 

que é obtido através da explotação dos limitados recursos pesqueiros 

(Naylor et al. 2009). A farinha de Schizochytrium sp. possui pelo menos 

12% de sua composição constituída de ácido docosaexaenoico (DHA, 

22:6 n-3), expresso na matéria seca total do produto e se apresenta como 

fonte alternativa de suprimento de ácidos graxos da série n-3 na ração. A 

empresa Norte Americana Alltech produz farinha de Schizochytrium sp. 

sob o nome comercial de ALL-G-RICH®. No presente estudo, ALL-G-

RICH® foi adicionado à dieta de tilápias-do-Nilo com o objetivo de 

verificar se esta inclusão leva a danos oxidativos aos lipídeos, proteínas 

e DNA. 
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3.3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.3.1 Ensaio alimentar 

 

Todos os experimentos foram conduzidos no Laboratório de 

Biologia e Cultivo de Peixes de Água Doce, pertencente ao 

Departamento de Aquicultura da Universidade Federal de Santa 

Catarina, localizado em Florianópolis, Santa Catarina, Brasil (48° 32’ 

57’’W, 27°35’ 48’’S, elevação 3 m). No ensaio alimentar foram testadas 

inclusões crescentes de ALL-G-RICH® na dieta de tilápia-do-Nilo como 

fonte de ácido graxo docosaexaenoico (22:6 n-3, DHA) (Tabela 8). A 

dieta com óleo de fígado de bacalhau (OFB) (1,7% da dieta na matéria 

seca) foi considerada como dieta controle positivo, incluindo DHA, 

entretanto, de outra fonte mais tradicional. O ALL-G-RICH® foi testado 

em cinco níveis (0,0; 0,5; 1,0; 2,0 e 4,0% da dieta na matéria seca), em 

delineamento inteiramente ao acaso, com cinco repetições para cada 

tratamento. O tratamento OFB foi comparado apenas com a inclusão de 

1% de ALL-G-RICH®, também com cinco repetições. Foram mantidas 

proporções semelhantes dos ácidos graxos linoleico (18:2 n-6, LOA), 

alfa linolênico (18:3 n-3, α-LNA) e poli-insaturados (duas ou mais 

insaturações, PUFA) n-6 entre as dietas ao se substituir a banha suína 

pelo ALL-G-RICH® e óleo de milho (Tabela 8). 

As seis dietas foram isonitrogenadas, isoenergéticas, isolipídicas 

(Tabela 8) e formuladas com ingredientes práticos para atender às 

exigências nutricionais de juvenis de tilápia-do-Nilo (NRC 2011; 

Furuya et al. 2012). O s ingredientes foram moídos em moinho de 

martelo e peneirados manualmente com malha de 30 mesh, pesados em 

balança semi-analítica e homogeneizados em misturador horizontal por 

15 min. Após, os óleos foram adicionados, a umidade foi corrigida para 

230 g kg-1 com a adição de água destilada, sendo a mistura 

homogeneizada por mais 15 min. As dietas passaram por processo de 

extrusão à 100°C, resultando em péletes de 2 a 3 mm, os quais foram 

secos à 50°C até atingir 920 g kg-1 de matéria seca. As dietas, após a 

secagem, foram estocadas em unidades hermeticamente fechadas, 

protegidas da luz, a uma temperatura de 4°C. 
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3.3.2 Peixes e procedimentos experimentais 

 
Os 750 juvenis de tilápia-do-Nilo (Oreochromis niloticus, 8,35 ± 

0,80 g), da linhagem GIFT, foram obtidos da empresa ACQUA SUL, 

Ilhota, Santa Catarina, após a masculinização do lote (>99%). O manejo 

dos peixes seguiu o protocolo n° PP00815, aprovado pela Comissão de 

Ética no Uso de Animais da Universidade Federal de Santa Catarina 

(CEUA, UFSC). 

Os peixes foram aclimatados às condições experimentais por 14 

dias. Nos primeiros sete dias, foram estocados em dois tanques de 1000 

L e, por mais sete dias, nas 30 unidades experimentais definitivas de 100 

L (25 peixes por unidade experimental), acopladas ao mesmo sistema de 

recirculação. Neste período de aclimatação, os peixes foram alimentados 

duas vezes ao dia, até a saciedade aparente, com a dieta sem inclusão de 

ALL-G-RICH. Os horários de alimentação diária foram 9 h e às 16 h. 

Os peixes foram alimentados com as dietas experimentais durante 

57 dias, utilizando-se o mesmo procedimento da aclimatação. As 

variáveis indicadoras da qualidade da água foram medidas diariamente, 

resultando nas seguintes médias: temperatura 27,84 ± 0,36°C, oxigênio 

dissolvido 5,19 ± 0,57 mg L-1, pH 6,98 ± 0,22. Semanalmente foram 

medidos a amônia total 0,65 ± 0,10 mg L-1 e nitrito 0,01 mg L-1. Todas 

estas variáveis mantiveram-se dentro da faixa de conforto para a espécie 

(Popma & Lovshin, 1995). A vazão de entrada de água em cada unidade 

experimental foi de 540 mL min-1 e o fotoperíodo,  12 h claro:12 h 

escuro, sendo que intensidade luminosa foi 9 ± 2 lux. 

Ao final do ensaio alimentar, os peixes foram sacrificados com 

aprofundamento anestésico (200 mg L-1 Eugenol®, Biodinâmica, 

Ibiporã, Paraná) seguido por secção da coluna vertebral e amostrados 

aleatoriamente para coleta de tecidos (fígado e sangue), os quais foram 

imediatamente congelados em nitrogênio líquido e estocados à -80°C até 

as análises bioquímicas. 

 

3.3.3 Ensaio Cometa 

 

O ensaio cometa (ou eletroforese de célula única) foi realizado de 

acordo com Singh e colaboradores (1988), com pequenas modificações. 
O dano ao DNA foi medido nos glóbulos vermelhos da tilápia-do-Nilo. 

Após a coleta de sangue em seringas heparinizadas, uma alíquota foi 

diluída em agarose de baixo ponto de fusão (0,75% em tampão PBS a 

37° C), e distribuídas em lâminas histológicas pré-revestidas com 

agarose. Cinquenta células foram avaliadas em cada uma das duas 
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lâminas. O grau de dano foi ranqueado em cinco classes (0, 1, 2, 3 e 4), 

de acordo com o tamanho/intensidade da cauda (Figura 5). A classe zero 

corresponde ao DNA não danificado e, a classe quatro, às células com o 

dano máximo no DNA (Singh et al. 1988). O dano ao DNA foi expresso 

como índice de dano. O índice de dano foi calculado como o número de 

células encontradas para cada classe de dano (0-4), multiplicado pelo 

número de classe respectivo (0-4), o que resulta um valor entre 0 e 400. 

 
Figura 5: Exemplos de mensuração de danos ao DNA por meio do ensaio cometa. A 

= escore 0, ausência de cauda; B = cauda pequena, menor que a cabeça; C = escore 

2, cauda comparável ao tamanho da cabeça; D = escore 3, cauda maior que a cabeça 

e E = escore 4, cabeça pequena e cauda grande com várias vezes o tamanho da 

cabeça. 

 

3.3.4 Substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) 

 
Este método clássico determina o produto final da peroxidação 

lipídica, o malondialdeído (MDA), que reage com o ácido 

tiobarbitúrico, gerando um cromóforo com alta absortividade (532 = 

140000 M-1cm-1), após uma reação em temperatura relativamente alta, a 

90°C (Ohkawa et al. 1979). Para esta análise, 70 mg de tecido foram 

homogeneizado em 0,5 mL de tampão fosfato de potássio (50 mM, pH 

7,0). Em seguida, dissolveu-se 40 mg de TBA em 10 mL de HCl 0,2 M 

e adicionou-se 0,3 mL desta solução a cada amostra. Esta mistura foi 

aquecida a 90°C, durante 30 min. Em seguida, as amostras foram 

centrifugadas a 15000 × g, durante 3 min. A leitura das absorbâncias foi 

feita em 600 nm e 532 nm. Foi utilizado uma correção de linha de base, 

onde a absorbância a 600 nm foi subtraída da absorbância a 532 nm. 

Esta correção elimina a interferência da dispersão da luz, 

proporcionando uma leitura mais confiável, com menor variabilidade. 
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A proteína foi detectada pelo método de Bradford, usando-se 

albumina de soro bovino como padrão (Bradford 1976), a qual foi usada 

para a normalização dos dados. 

 

 

3.3.5 Detecção de MDA por HPLC com detecção fluorimétrica 

(FL-HPLC) 

 

As amostras preparadas para o método de TBARS também foram 

utilizadas para a detecção do aduto de MDA-TBA, por HPLC acoplado 

a um detector de fluorescência (Domijan et al. 2015). Foi utilizado um 

aparelho Jasco LC-2000 Plus System (Easton, EUA), usando-se 

excitação a 527 nm e emissão a 551 nm. A amostra foi diluída ~100 

vezes e filtrada com membranas com poros de 10 kDa antes de 

aplicação a uma coluna ACE® C18 Ultra-Inert, com um fluxo de 0,6 mL 

min-1. Uma curva de calibração padrão de malondialdeído (MDA) foi 

construída, usando-se o mesmo procedimento para a preparação da 

amostra (Agarwal 2008). 

 

3.3.6 Dot blot para 4-HNE, MDA e carbonilação de proteínas 

 

O 4-HNE e MDA formam adutos com proteínas e podem ser 

detectados por anticorpos específicos. Para esta finalidade, o dot blot foi 

realizado aplicando-se 3 μg de proteína, num volume de 1-5 µL, 

diretamente sobre uma membrana de PVDF, a qual foi deixada secar ao 

ar. As membranas foram embebidas em metanol e lavadas em seguida 

com solução salina tamponada com 0,05% de Tween 20 (TBS-T). 

Proteínas carboniladas foram detectadas também por dot blot. As 

amostras foram homogeneizadas em HEPES 20 mM pH 7,0 e derivadas 

com 2,4-dinitrofenil-hidrazina (DNPH), como descrito anteriormente 

(Levine et al. 1994). Resumidamente, as proteínas foram desnaturadas 

com SDS (6%) e derivadas com DNPH 20 mM em HC1 2 N, durante 1 

h à temperatura ambiente. Após a incubação, as amostras foram 

neutralizadas com Tris 2 M/Glicerol 30%, seguida da adição de -

mercaptoetanol (5%). Uma alíquota de 2 μl (1 μg de proteína) foi 

pipetada em uma membrana PVDF e deixada secar ao ar. O excesso de 

DNPH foi removido com ácido acético. 

  As membranas foram bloqueadas durante 1 h com uma solução 

de 5% de leite desnatado em TBS-T e lavadas por mais três vezes. Em 

seguida, as membranas foram incubadas, durante a noite, a 4°C, com 

anticorpo anti-HNE (1: 2000) ou anti-DNP (1: 10000, Abcam, 
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Cambridge, EUA); anti-MDA (1: 3000; Santa Cruz Biotechnology, 

Dallas, EUA). 

Após três lavagens com TBS-T, as membranas foram incubadas 

com anticorpos secundários apropriados, conjugados com peroxidase, 

lavados três vezes com TBS-T e visualizadas por meio de um kit de 

detecção ECL (GE Healthcare, Little Chalfont, Reino Unido). As 

imagens foram obtidas em um aparelho ChemiDoc (BioRad Lab, La 

Jolla, EUA). 

Para correção da aplicação de proteína, as membranas foram 

coradas com Ponceau S e a intensidade das bandas registradas com 

ImageDoc (BioRad Lab, La Jolla, EUA). A análise densitométrica foi 

realizada usando-se o software Image J (https://imagej.nih.gov/ij/). 

 
3.3.7 Análises estatísticas 

 

Para avaliar o efeito da inclusão de ALL-G-RICH®
 na dieta sobre 

o parâmetro dano oxidativo, os dados foram submetidos à análise de 

regressão linear simples. Os dados dos peixes alimentados com a dieta 

contendo óleo de fígado de bacalhau foram comparados com o 

tratamento 1% ALL-G-RICH®, utilizando-se o teste “t” de Student. O 

nível de significância adotado foi de 5% para todos os testes. 

 

3.4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

A inclusão de ALL-G-RICH® a 0,5, 1,0, 2,0 e 4,0% não causou 

danos ao DNA, como avaliado pelo índice de dano no teste do cometa 

(Tabela 9). O produto final da peroxidação lipídica, avaliado pelo 

método TBARS e por FL-HPLC, não foi alterado pela inclusão de ALL-

G-RICH® (Tabela 9). O dano a proteínas, avaliado pela detecção do 

produto da reação de anticorpo específico com carbonilas de proteínas, 

também não foi alterado pela inclusão de ALL-G-RICH® (Tabela 9). 

Produtos finais da peroxidação lipídica MDA e 4-HNE também não 

foram alterados pela inclusão de ALL-G-RICH® (Tabela 9). 

Para testar se a dieta com 1% ALL-G-RICH se compara à dieta 

controle, que utiliza o enriquecimento de DHA mais comum, que é o 

uso de OFB, os mesmos parâmetros foram avaliados. Como 
demonstrado na Tabela 10, não houve diferença entre estes tratamentos, 

equivalentes em DHA (1% de inclusão de ALL-G-RICH e 1,7% de 

inclusão de OFB), exceto pelo MDA. Neste caso, o MDA medido pelo 

por FL-HPLC foi mais elevado no tratamento com OFB.   
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Quando se compara a uma dieta com uma fonte clássica de DHA 

(1,7% OFB), percebe-se que apenas um dos parâmetros analisados 

(MDA por FL-HPLC) apontou menor peroxidação lipídica na dieta 

contendo 1% ALL-G-RICH® (Tabela 10). Este dado poderia ser 

explicado pela quantidade de LC-PUFA n-3 ser maior na dieta OFB, o 

que poderia favorecer a peroxidação lipídica. Entretanto, estudos 

complementares são necessários para comprovar esta possibilidade. Da 

mesma forma, estes dados estariam de acordo com a literatura, 

indicando que o óleo de peixe com alta quantidade de LC-PUFA n-3, 

pode aumentar a peroxidação lipídica (Stéphan et al. 1995). Também 

adiciona-se a este cenário que a detecção de MDA por HPLC é mais 

sensível que a detecção do MDA por TBARS (método colorimétrico). 

Entretanto, dos seis parâmetros analisados, somente o MDA (FL-HPLC) 

apresentou esta diferença, o que impede uma conclusão segura a 

respeito, uma vez que nos outros cinco parâmetros de danos oxidativos 

não houve diferenças. 

Apesar da tilápia-do-Nilo não exigir DHA do ponto de vista 

fisiológico, nem uma grande quantidade de PUFA, este pode ser 

adicionado em sua composição corporal se fornecido na dieta (Souza et 

al., 2007). Entretanto, o DHA é um ácido graxo altamente suscetível à 

peroxidação. Deste modo, sua ingestão em grandes quantidades poderia 

induzir à uma peroxidação lipídica e aumentar os danos oxidativos 

(Garrido et al. 1989; Van der Berg et al. 1991; Stéphan et al. 1995). 

A maioria dos estudos neste tema contemplam a inclusão de 

lipídios oxidados na dieta como mecanismo de indução à peroxidação 

lipídica nos tecidos de peixes (Mourente et al. 2002; Huang and Huang 

2004; Peng et al. 2009; Gao et al. 2012). Nestes estudos, os processos de 

peroxidação lipídica são bastante favorecidos. Também há relatos 

sugerindo que a inclusão de óleos não oxidados também podem induzir 

ao dano oxidativo (Huang et al. 1998; Lu e Lu, 2002). Estes estudos 

utilizam, em geral, a análise de TBARS e vitamina E (α-tocoferol) no 

fígado dos peixes, após a inclusão de óleo de peixe oxidado. Como 

esperado, em processos de dano oxidativo, a quantidade de TBARS 

aumenta, enquanto que a quantidade de α-tocoferol diminui. Para 

contrabalancear estes efeitos, a inclusão de α-tocoferol na dieta poderia 

minimizar os efeitos pró-oxidativos causados pela ingestão de lipídios 
oxidados (Gao et al. 2012). 
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Tabela 10. Dano oxidativo à biomoléculas em tilápias-do-Nilo, comparando-se a inclusão 

dietética de 1% ALL-G-RICH® e 1,7 % de óleo de fígado de bacalhau (OFB). 

Parâmetro1 Método 

Dietas 

ALL-G-

RICH 
OFB 

EPM6 

Combinado 

Valor 

de “p” 

Índice de danos ao 

DNA 
Ensaio Cometa 25,17 (12) 21,00 (10) 5,83 NS5 

TBARS3 Colorimétrico 1,57 (11) 1,86 (12) 0,19 NS 

MDA4 FL-HPLC  73 (12) 100 (12) 12,86 *0,039 

Adutos de MDA à 

proteínas 4 Dot blot 91 (11) 100 (12) 8,56 NS 
Adutos de 4-HNE à 

proteínas 4 Dot blot 123 (12) 100 (12) 10,86 NS 

Carbonilação de 
proteína 4 Dot blot 83 (9) 100 (11) 16,89 NS 

¹Valores são apresentados, seguidos pelo número amostral (n). 
2 Índice de dano.  
3 nmol x mg proteína-1. 
4Porcentagem do grupo controle, sem inclusão de ALL-G-RICH.  
5NS – não significativo.6Erro padrão da média. 

 

. 

Entretanto, de uma maneira geral, os seis parâmetros analisados 

neste estudo (ensaio cometa, TBARS, MDA por FL-HPLC, aduto 4-

HNE, aduto MDA e carbonilação de proteínas) mostraram que o 

tratamento com ALL-G-RICH® não aumenta o dano oxidativo ao DNA, 

proteínas ou lipídeos. 

Como foram analisados seis parâmetros, é bastante razoável se 

concluir que a dieta com inclusão de ALL-G-RICH® até 4% não 

aumenta os danos oxidativos, quando comparada com uma dieta com 

um nível inferior de PUFA (0% inclusão de ALL-G-RICH®). 

 Os dados apontam que a inclusão de 0,5 a 4% de ALL-G-

RICH® é segura, pois não alterou os danos oxidativos basais, verificados 

pelo uso de seis técnicas complementares. A grande quantidade de DHA 

presente em ALL-G-RICH pode ser uma alternativa para o aumento na 

concentração de DHA na tilápia-do-Nilo sem causar danos oxidativo 

adicionais aos animais, sendo uma alternativa para o fornecimento de 

DHA para a população humana através do consumo de tilápia 

alimentadas com a farinha de algas.  
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4 CONCLUSÕES GERAIS 

 

A inclusão dietética de até 4% de ALL-G-RICH® não prejudica o 

desempenho de juvenis de tilápia-do-Nilo e pode ser usada como 

estratégia para aumentar o teor final de DHA em juvenis de tilápia-do-

Nilo para até 3,57% do total de ácidos graxos ou 26,81 mg g-1 lipídio, na 

composição corporal. Comparando com a dieta sem a alga, foi um 

incremento de mais de 12 vezes. 

Com relação ao consumo humano de LC-PUFA n-3 há 

divergência sobre a recomendação diária de ingestão. Por exemplo, a 

American Heart Association (Associação Americana do Coração) 

recomenda que a população adulta consuma pelo menos 500 mg de LC-

PUFA n-3 (EPA + DHA) combinados. Isto equivale a um consumo de 

aproximadamente 170 g de tilápias alimentadas com 4% de ALL-G-

RICH® por dia. Entretanto cabe ressaltar que os peixes usados no 

presente estudo são juvenis e podem diferir na capacidade de armazenar 

esses ácidos graxos. 

A inclusão dietética de outros ácidos graxos, mais 

especificamente o EPA, aumenta o acúmulo de DHA corporal na tilápia-

do-Nilo, provavelmente se valendo de uma eficiente via de biossíntese. 

Entretanto, esta estratégia necessita o uso de óleo de peixe, que é um 

ingrediente escasso, caro e com várias restrições do ponto de vista 

ambiental.  

A digestibilidade do DHA presente no ALL-G-RICH® é alta 

(96,10%), entretanto, outro ácido graxo encontrado em grande 

quantidade neste aditivo, o PAL, possui baixa digestibilidade (70,81%).  

A inclusão de 0,5 a 4% de ALL-G-RICH® em dietas para juvenis 

de tilápia-do-Nilo é segura, pois não alterou os danos oxidativos basais, 

avaliados por seis técnicas complementares.  

A grande quantidade de DHA presente no ALL-G-RICH® pode 

ser uma alternativa para melhoria no fornecimento de DHA para a 

população humana via pescado, sem causar danos oxidativos à tilápia-

do-Nilo. 
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