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RESUMO

Os 6leos vegetais, particularmente o de linhaga, por ser fonte de acido linoleico (a-LNA, 18:3n-
3), sdo considerados como alternativas para substitui¢ao ao 6leo de peixe em ragdes aquicolas.
Deste modo, avaliar a digestibilidade dos seus acidos graxos bem como de outros nutrientes em
dietas no qual o mesmo ¢ suplementado, ¢ o primeiro passo para possibilitar seu uso na
formulagdo e elaboracao de dietas para a tilapia-do-nilo. Neste estudo, o objetivo foi quantificar
a digestibilidade da proteina, lipidios e acidos graxos de dietas contendo niveis crescentes de
6leo de linhacga, adicionados a uma mistura de Oleos vegetais, gerando as seguintes
concentragoes de a-LNA: 0,03; 0,67 ¢ 0,99% do peso seco da dieta. As dietas experimentais,
contendo 5% de lipidio, eram isonitrogenadas, isoenergéticas e isolipidicas. Foram utilizados
como base 6leo de palmiste, 6leo de oliva e 6leo de girassol. Para obtengdo dos niveis crescentes
de a-LNA foi acrescentado 6leo de linhaca, em substitui¢do ao 6leo de palmiste, resultando
num aumento nos niveis de PUFA e numa queda nos niveis de SFA e MUFA. Os coeficientes
de digestibilidade aparente da maioria dos acidos graxos ficaram acima de 80%, sendo afetados
pela quantidade e fonte do 6leo de linhaca na mistura. De forma geral, percebeu-se que, em
temperatura subotima fria, o aumento da suplementacdo dietética de a-LNA aumenta a
digestibilidade dos nutrientes da dieta e de alguns acidos graxos, principalmente aqueles com
menor ponto de fusdo. A suplementagdo com a maior concentragao dietética de a-LNA testada,
0,99%, melhorou significativamente a digestibilidade da proteina, lipidio, MUFA e PUFAs.

Palavras-chave: Aquicultura, Oreochromis niloticus, Temperatura, Digestibilidade, Acidos
graxos.



ABSTRACT

Plant oils, particularly linseed, as a source of linoleic acid (a-LNA, 18:3n-3), are considered
alternatives to replace fish oil in aquafeeds. Thus, evaluating nutrient digestibility, when linseed
oil is supplemented, is the first step to enable its use in the formulation and elaboration of diets
for Nile tilapia. In this study, the objective was to quantify the digestibility of protein, lipids,
and fatty acids of diets containing increasing levels of linseed oil, added to a mixture of
vegetable oils, generating the following concentrations of a-LNA: 0.03; 0.67, and 0.99% diet
dry weight. The experimental diets, containing 5% lipid, were isonitrogenous, isoenergetic, and
isolipidic. Palm kernel oil, olive oil, and sunflower oil were used in the basal diet. To obtain
increasing levels of a-LNA, linseed oil was added, replacing palm kernel oil, resulting in an
increase in PUFA levels and a decrease in SFA and MUFA levels. The apparent digestibility
coefficients of most fatty acids were above 80%, being affected by the amount and source of
linseed oil in the diet. Our findings show that, at suboptimal cold temperatures, increasing
dietary a-LNA supplementation increases the digestibility of dietary nutrients and selected fatty
acids, especially those with lower melting points. Supplementation with the highest dietary
concentration of a-LNA tested, 0.99%, significantly improved the digestibility of protein, lipid,
MUPFAs, and PUFAs.

Keywords: Aquacultures, Oreochromis niloticus, Temperature, Digestibility, Fatty acids.
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1 INTRODUCAO GERAL

No segmento de produgdo animal, a aquicultura, que abrange a produgado de diferentes
organismos aquaticos, encontra-se em crescimento acelerado nos ultimos anos. Dados
divulgados no relatorio The State of World Fisheries and Aquaculture 2020 (FAO, 2020)
afirmam que a média mundial de consumo de pescado bateu recorde em 2018, atingindo 20,5
kg per capita por ano e que a producgdo total de peixes deve expandir de 179 milhdes de
toneladas, em 2018, para 204 milhdes de toneladas, em 2030.

A tilapia-do-nilo Oreochromis niloticus € uma das espécies mais importantes para a
piscicultura devido a sua alta taxa de crescimento, adaptabilidade em diversas condigdes e
criacdo, além de boa aceitacdo pelo consumidor (SCHULTER; FILHO, 2017). No contexto
mercadoldgico mundial, segundo o Relatorio citado acima (FAO, 2020), a tilapia ja ¢é o terceiro
peixe mais cultivado no mundo, sendo superado apenas pelas carpas, que ocupam 0s primeiros
lugares.

A tilapicultura no Brasil teve seu inicio na década de 1970. Apesar de nao ser uma
espécie nativa, a tilapia-do-nilo, principal espécie produzida no Brasil, foi introduzida
juntamente com a tilapia de Zanzibar (Oreochromis hornorum), pelo Departamento Nacional
de Obras Contra as Secas (DNOCS), em 1971, com o intuito de proporcionar a producao de
juvenis para o repovoamento dos reservatdrios publicos da regido Nordeste e para o fomento
da criagao (SCHULTER; FILHO, 2017).

A tilapia-do-nilo é uma espécie tropical, sendo que as temperaturas associadas ao
conforto térmico, considerando-se um melhor consumo de alimento e crescimento, estao entre
29¢e31°C (POPMA; LOVSHIN, 1996). A espécie se adapta a uma faixa ampla de temperatura,
mas verifica-se reducdo significativa no consumo alimentar ja em temperaturas de 22 °C
(AZAZA; DHRAIEF; KRAIEM, 2008; CORREA et al., 2017). Essa ressalva ¢€ perceptivel em
regides de baixas temperaturtas, onde, mortalidades de tildpia foram relacionadas ao inverno
severo, causando perdas consideraveis para a economia da induastria (SHI et al., 2015).

A determinagdo das exigéncias nutricionais da tildpia-do-nilo em temperatura sub
Otima fria ¢ importante para a producdo de dietas eficientes que garantam a manutengdo do
crescimento e satde nestas condi¢des. E importante ressaltar que em importantes paises
produtores desta espécie, tais como China, Egito e Brasil (NOBREGA et al., 2017), a producao
ocorre em regides com clima subtropical. Apesar de numerosos estudos sobre a influéncia da
dieta na composicdo de 4dcidos graxos em peixes, poucos sdo os que investigam tal influéncia

quando peixes sao mantidos em temperatura subotima (HSIEH et al., 2007).
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Sendo o sul do Brasil a maior regido produtora de tilapia nilotica no pais (PEIXE BR,
2021), se faz necessario entender a utilizagdo de 4dcidos graxos pela tilapia-do-nilo em condigdes
subdtimas de temperatura e, assim, desenvolver tecnologias para aperfeigoar a produgdo dessa

espécie em regides subtropicais.

1.1 ACIDOS GRAXOS

As gorduras e os 0leos da dieta sdo fontes de energia para os organismos vivos € sao
derivados de acidos graxos. Os acidos graxos sdo derivados de hidrocarbonetos, com estado de
oxidacdo quase tdo baixo (ou seja, altamente reduzido) quanto os hidrocarbonetos encontrados
nos combustiveis fosseis (NELSON, DAVID L.; COX, 2014).

Os acidos graxos sdo responsaveis pela produgdo de energia, mas também tém fungao
estrutural nas membranas celulares, além de atuarem como precursores de hormonios e outras
moléculas bioativas (GLENCROSS, 2009; NRC, 2011). Sao constituidos de uma cadeia de
hidrocarbonetos, que varia de tamanho e nimero de insaturagdes (ligagdes duplas), sendo
classificados em grupos quimicos de acordo com o numero de duplas ligagdes na cadeia de
hidrocarbonetos. Os que n3o possuem ligagdes insaturadas, denominados acidos graxos
saturados (SFA, do inglés saturated fatty acids), os com apenas uma ligagdo insaturada,
chamados de monoinsaturados (MUFA, monounsaturated fatty acids) e aqueles com duas ou
mais ligagdes insaturadas, referidos como 4cidos graxos poli-insaturados (PUFA,
polyunsaturated fatty acids) (GLENCROSS, 2009). Ainda, quando os PUFA possuem 20 a 22
carbonos e 4 a 6 insaturacdes em sua cadeia, sdo classificados como LC-PUFA (long-chain
polynsaturated fatty acids) (GLENCROSS, 2009). Os PUFA também sdo nomeados pela
localizagdo da primeira ligacdo dupla, contada a partir da extremidade da cadeia metila, isto €,
o carbono mais distante do grupo carboxila, dando origem, assim, as séries ou familias n-3, n-
6 e n-9 (NELSON, DAVID L.; COX, 2014).

A nomenclatura sistematica dos acidos graxos ¢ complexa; assim, usam-se nomes mais
curtos. Assim, dois numeros separados por dois pontos fornecem, respectivamente, o
comprimento da cadeia e o nimero de ligagdes duplas: o dcido octadecendico com 18 carbonos
e 1 ligacdo dupla é, portanto, representado como 18:1. A posi¢ao das ligacdes duplas ¢ indicada
de varias maneiras: explicitamente, definindo a posi¢do e configuragdo; ou, ainda, localizando
ligagdes duplas em relagdo a extremidade do grupo metil da cadeia. A posicdo da ligagdo dupla
em relagdo a extremidade metil ¢ mostrada como n-x ou ®x, onde X é o nimero de carbonos da

extremidade metil. O sistema n ¢ agora o mais usado. A posi¢do da primeira ligagdo dupla do
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final carboxilico ¢ designada por x. Os nomes comuns podem ser historicos, muitas vezes nao
transmitindo informacgdes estruturais, ou abreviagdes de nomes sistematicos (SCRIMGEOUR
et al., 2005). Este mesmo autor ainda descreve a existéncia de mais de 1000 acidos graxos
conhecidos, mas apenas 20 ou menos sdo encontrados em quantidades significativas nos 6leos
e gorduras de importancia comercial. Os acidos graxos mais comuns sdo C16 e C18; abaixo
dessa faixa, sdo caracterizados como acidos de cadeia curta ou média e, acima dela, como acidos
de cadeia longa.

A estrutura basica de um acido graxo ¢ uma cadeia hidrofobica com um grupo polar
hidrofilico em uma extremidade, conferindo aos acidos graxos e seus derivados propriedades
distintas, refletidas em seu uso alimentar e industrial. Os acidos graxos saturados tém uma
cadeia hidrocarbonada reta. A dupla ligacdo trans é acomodada com pouca mudanga na forma,

mas a cis introduz uma curva pronunciada na cadeia (Fig. 1) (SCRIMGEOUR et al., 2005).

Figura 1: modelo de bola e bastdo do (a) acido estearico,
18:0; (b) acido eleidico, 18:1¢; e (¢) acido oleico, 18:1c.
1l | 1 1 0 1 I I n
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Fonte: Scrimgeour, 2005.

Na fase solida, os acidos graxos e compostos relacionados se empacotam com as
cadeias de hidrocarbonetos alinhadas e, geralmente, os grupos polares juntos. Os detalhes do
empacotamento, como os angulos da célula unitaria e o arranjo cabeca-cauda ou cabega-cabeca,
dependem da estrutura do 4cido graxo (Fig. 2). O ponto de fusdo aumenta com o comprimento
da cadeia e diminui com o aumento da insaturacao. Entre os acidos saturados, os acidos de

cadeia impar tém um ponto de fusdo fusdo mais baixo do que os acidos de cadeia par adjacentes.
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A presenca de ligacdes duplas cis diminui marcadamente o ponto de fusdo, sendo que, nesta

configura¢do, as cadeias dobradas nao se compactam bem (SCRIMGEOUR et al., 2005).

Figura 2. O diagrama simplificado mostra os padrdes de
empacotamento de acidos graxos na fase solida. (a) e (b): Caudas de
hidrocarbonetos (linhas retas) alinhadas em &ngulos diferentes em
relagdo a linha das cabegas polares (circulos). (c): empacotamento da
cabeca a cauda. (d): empacotamento cabega a cabega.

mam //%%

1.2 ACIDOS GRAXOS ESSENCIAIS PARA TILAPIA-DO-NILO E A
TEMPERATURA AMBIENTE

(a)

A variacdo na temperatura ambiente afeta todos os organismos vivos, especialmente
0s ectotérmicos como os peixes, que dependem de uma fonte externa de calor para manter a
temperatura corporal adequada a sua sobrevivéncia. Assim, os ectotérmicos desenvolveram
mecanismos de adaptacdo especificos para manter a homeostase fisiologica do organismo,
quando em temperatura ambiente desfavoravel para seu desenvolvimento e sobrevivéncia
(WEBER; BOSWORTH, 2005). Entre eles, esta o aumento nos niveis de insaturagao dos acidos
graxos dos fosfolipidios que compdem as membranas celulares. Isso por que, quanto mais
duplas ligacdes na moléculas, menor sera o seu ponto de fusdo, mantendo assim a
funcionalidade das membranas, mesmo em baixas temperaturas (TURCHINI; NG; TOCHER,
2010). Portanto, tal mecanismo implica a incorporagio de PUFA nas membranas,
especialmente os LC-PUFA n-3, cuja configuragdo permite um maior grau de insatura¢do na
molécula. As insaturacdes alteram a conformacgao dos acidos graxos que fazem parte da camada
bi lipidica das membranas, favorecendo o funcionamento destas, em temperaturas mais baixas
ou em ambientes com maior salinidade.

Cinco acidos graxos sdo considerados essenciais para a maioria das espécies de peixes:
acido linoleico (LOA, 18:2 n-6), acido alfa-linolénico (a-LNA, 18:3 n-3), acido araquidonico
(ARA, 20:4 n-6), acido eicosapentaenoico (EPA, 20:5 n-3) e 4cido docosaexaenoico (DHA,
22:6 n-3) (TURCHINI; NG; TOCHER, 2010). Em geral, as espécies de peixes de aguas
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continentais (menor salinidade) e clima quente, possuem maior expressdo e atividade das
enzimas dessaturases e¢ elongases especificas, responsaveis pela biossintese de LC-PUFA a
partir dos seus PUFA precursores (LOA e a-LNA), quando presentes na dieta (GLENCROSS,
2009). Provavelmente isso acontece porque estas espécies evoluiram em habitat com pouca
disponibilidade de alimentos ricos em LC-PUFA (4guas continentais) (GLENCROSS, 2009).
J& as espécies marinhas, apesar de possuirem dessaturases e elongases, as mesmas apresentam
baixa atividade, tornando essencial a presenca de LC-PUFA na dieta (GLENCROSS, 2009;
TURCHINI; NG; TOCHER, 2010). No entanto, a eficiéncia deste mecanismo de elongacao e
dessaturagdo pode também variar com a fase de vida, relagdo entre os acidos graxos da dieta,
entre outros (TURCHINI; NG; TOCHER, 2010), além da temperatura e salinidade. Portanto,
as exigéncias nestes acidos graxos estdo relacionadas ao ambiente no qual a espécie evoluiu:
quanto mais frio e mais salino, maior a exigéncia dietética em 4cidos graxos com maior grau
de insaturagdo, ou seja, maior a exigéncia em LC-PUFA n-3.

Tocher (2010) classificou as tilapias em espécies de agua quente com exigé€ncia
principalmente em LOA. Assim, sendo a tildpia-do-nilo uma espécie onivora tropical de dgua
doce, assume-se que nao seria afetada pela substituicdo da farinha e 6leo de peixe, fontes de
LC-PUFA, por 6leos vegetais com acidos graxos de cadeia média, principalmente LOA e LNA.
Alguns trabalhos também indicam que a presenca de precursores de acidos graxos na dieta, tais
como LOA e a-LNA, podem suprir as necessidades da espécie (CHEN et al., 2013; CORREA
et al., 2017; NOBREGA et al., 2017), em temperatura 6tima de crescimento. Na verdade, o
estudo de Mufatto et al. (2018) demonstrou que a tilapia-do-nilo apresenta crescimento
adequado quando sua dieta contem 1,3% PUFA, independentemente de ser LOA ou a-LNA,
em temperatura ideal de crescimento (28°C). Entretanto, quando a temperatura baixa, no outono
e inverno em regides subtropicais, provavelmente a exigéncia em 4cidos graxos essenciais se
altera, considerando-se que a tilapia, como outros peixes, ¢ uma espécie ectotérmica.

Chen et al. (2013) determinaram a exigéncia em a-LNA para tildpia-do-nilo como
sendo 0,45 a 0,64% do peso vivo, quando criada em temperatura 6tima (27,4 + 1,2 °C).
Entretanto, quando mantida a 22 °C, esta exigéncia aumentou para 0,67% de a-LNA na dieta
(NOBREGA et al., 2017). E importante salientar que, no estudo realizado em temperatura
subotima (NOBREGA et al., 2017), o aumento de a-LNA dietético para 0,99% piorou o
desempenho em crescimento de juvenis de tilapia-do-nilo. Portanto, o excesso de a-LNA
também pode ser prejudicial ao desempenho, mesmo em condigdes subotimas de temperatura.
Ainda neste este estudo (NOBREGA et al., 2017), a adi¢cdo de fontes de lipidios vegetais na

dieta, contendo praticamente apenas PUFA com 18 carbonos, promoveu acimulo de LC-PUFA
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com 20 e 22 carbonos no musculo, provavelmente devido a bioconversao dos precursores de
cadeia mais curta (NOBREGA et al., 2017). Desta forma, o entendimento sobre o metabolismo
e a utilizacao dos acidos graxos na dieta em condi¢des de temperatura adversa, ainda ¢ escasso,

merecendo maior atencao da pesquisa.

1.3 DIGESTIBILIDADE DE ACIDOS GRAXOS EM TILAPIA E A
TEMPERATURA

Estudos sobre digestibilidade de acidos graxos em condi¢des de temperatura 6tima
para a tilapia-do-nilo sdo escassos e praticamente inexistentes em condigdes de temperatura
subdtima baixa. Entretanto, pelo exposto acima, pesquisas sdo necessarias para determinar sua
digestibilidade para peixes, especialmente em diferentes temperaturas de produgao.

Em estudo que testou a farinha de Aurantiochytrium como uma fonte de DHA para
tildpia-do-nilo em temperatura subotima fria (NOBREGA et al., 2019), foi relatada a baixa
digestibilidade (50,55%) dos SFA desta fonte lipidica, mas a alta digestibilidade dos demais n-
6 PUFA (91,30%), n-3 PUFA (98,38%) e DHA (96,05%). Em estudo similar, mas realizado
em temperatura 6tima de crescimento (FERNANDES et al., 2019) também foi relatada menor
digestibilidade do &cido graxo saturado palmitico (16:0) (70,81%) em relagdo ao DHA
(96,10%).

O trabalho de Gongalves e Cyrino (2014), realizado em temperatura 6tima (28 °C),
determinou os coeficientes de digestibilidade aparente de energia, lipidios e acidos graxos de
oleo de peixe, 0leos vegetais (colza, popularmente chamado de canola, além do milho, linhaca
e soja), 6leo de peixe e gordura de aves para pacu (Piaractus mesopotamicus), peixe tropical
de dguas continentais. Os coeficientes de digestibilidade aparente para SFA foram menores do
que para MUFA e PUFA, sendo que os 6leos de milho, soja e linhaga se mostraram como fontes
interessantes de acidos graxos LOA e a-LNA para o pacu. Em trabalhos posteriores com juvenis
de pacu, mantidos em temperatura de 26 °C e alimentados com dietas contendo 6leos de soja e
linhaga, 17% de gordura e diferentes relagdes o-LNA:LOA, esta tendéncia também foi
confirmada com a obteng¢ao de coeficientes de digestibilidade aparente superiores para as dietas
contendo PUFA, independentemente da relagdo a-LNA:LOA (SEGURA et al., 2017).

Ng et al. (2003) conduziram um experimento com truta arco-iris (Onchorhynchus
mykiss), um peixe continental mas de aguas frias, para avaliar os efeitos da concentragdo de
6leo de palma, rico em acido palmitico (C16), em diferentes temperaturas. A redugdo da

temperatura da dgua também reduziu a digestibilidade total dos SFA, independentemente do
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nivel de inclusdo de dleo de palma. Entretanto, as digestibilidades totais dos MUFAs e PUFAs
ndo foram significativamente afetadas pela temperatura da agua, em peixes alimentados com
até 10% de 6leo de palma na dieta.

Todos os PUFAs, independente de ser da série n-3 ou n-6 ou da temperatura da agua
ser 28°C (FERNANDES et al., 2018) ou 22°C (NOBREGA et al., 2019), apresentaram alto
coeficiente de digestibilidade (>90%) para a tilapia-do-nilo. PUFAs também apresentaram altas
digestibilidades para o salmao do Atlantico, espécie marinha de aguas frias, quando criado em
temperatura ideal para crescimento (KOUSOULAKI et al., 2016).

O crescimento continuo da aquicultura estd se tornando dependente do
desenvolvimento de alimentos mais sustentaveis, com ingredientes alternativos, geralmente
derivados da agricultura terrestre (TOCHER, 2009). J4 ndao podemos confiar nos recursos
marinhos finitos e limitados para utilizar 6leo de peixe na composi¢do de dietas comerciais
(TOCHER, 2015). Uma melhor compreensao do metabolismo biossintético dos LC-PUFA em
peixes pode, consequentemente, trazer uma solucdo para a crise em torno da escassez de 6leo
de peixe (CHEN et al., 2018).

E importante o estudo da digestibilidade dos 4cidos graxos em temperaturas subotimas
para tilapia-do-nilo, ja que foi anteriormente relatada diminuicao na digestibilidade da proteina
e lipidio quando a espécie ¢ mantida em tais temperaturas (NOBREGA et al., 2019).
Atualmente no Brasil, a tildpia-do-nilo € a principal espécie da aquicultura e, apesar de ser uma
espécie de dguas quentes, € principalmente criada na regido Sul (PEIXE-BR, 2021), com clima
subtropical, onde ha grandes variacdes de temperatura entre o verdo e o inverno. Portanto,
acredita-se que a inclusdo de fontes contendo PUFAs em formulagdes comerciais para tilapia
mantida em temperaturas frias ¢ extremante importante, pois em geral, os SFA apresentam
menor digestibilidade que os PUFA (TURCHINI et al., 2009). Um alto teor dietético de SFA
pode afetar negativamente a digestibilidade dos MUFAs, proteinas e lipidios dietéticos, efeito
que ¢ acentuado em temperaturas frias (NOBREGA et al., 2019).

Os o6leos vegetais como a linhaca (fonte de a-LNA) sdo considerados uma alternativa para
substitui¢do do oleo de peixe em ragdes aquicolas. Deste modo, avaliar a digestibilidade dos
seus acidos graxos € o primeiro passo para possibilitar seu uso na formulacdo e no

processamento de dietas para a tilapia-do-nilo.
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1.4 OBJETIVOS

1.4.1 Objetivo Geral

Determinar a melhor concentragdo de a-LNA para dietas de inverno para a tilapia-do-

nilo.

1.4.2 Objetivos Especificos

v" Quantificar a digestibilidade da proteina e do lipidio das dietas com niveis dietéticos de a-

LNA para a tilapia, em temperatura de 22°C.

v" Determinar a digestibilidade dos acidos graxos das dietas com niveis dietéticos de a-LNA

para a tilapia, em temperatura de 22°C.
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RESUMO

Os 6leos vegetais, particularmente o de linhaga, por ser fonte de acido linoleico (a-LNA, 18:3n-
3), sao considerados como alternativas para substitui¢do ao 6leo de peixe em ragdes aquicolas.
Deste modo, avaliar a digestibilidade dos seus 4cidos graxos bem como de outros nutrientes em
dietas no qual o mesmo ¢ suplementado, ¢ o primeiro passo para possibilitar seu uso na
formulagao e elaboragdo de dietas para a tilapia-do-nilo. O objetivo deste estudo foi quantificar
a digestibilidade da proteina, lipidio e acidos graxos de dietas contendo niveis crescentes de
6leo de linhaca, adicionados a uma mistura de Oleos vegetais, gerando as seguintes
concentragdes de a-LNA: 0,03; 0,67 e 0,99% do peso seco da dieta. Os coeficientes de
digestibilidade aparente dos 4cidos graxos foram altos, mas afetados pela quantidade e fonte do
0leo na mistura. De forma geral, percebeu-se que, em temperatura subotima fria, o aumento da
suplementagao dietética de a-LNA aumenta a digestibilidade dos nutrientes da dieta e de alguns
acidos graxos, principalmente aqueles com menor ponto de fusdo. A suplementacdo com a
maior concentracdo dietética de o-LNA testada, 0,99%, melhorou significativamente a
digestibilidade da proteina, lipidio, MUFAs e PUFAs.

Palavras-chave: Oreochromis niloticus, a-LNA, 6leos vegetais, tilapia-do-nilo, acidos graxos.
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2.1 INTRODUCAO

A criagdo de tilapia-do-nilo ocorre em areas de clima tropical e subtropical em todo o
mundo. Entretanto, informagdes sobre as exigéncias em acidos graxos em temperaturas abaixo
do ideal sdo escassas, mas vitais para a formulagdo de ragdes eficientes para esta importante
espécie da aquicultura (NOBREGA et al., 2017).

Os acidos graxos sao constituidos de uma cadeia de hidrocarbonetos, sendo
classificados em grupos quimicos de acordo com o nimero de duplas ligagdes na cadeia de
hidrocarbonetos. Os 4cidos graxos que nao possuem ligagdes insaturadas, denominados acidos
graxos saturados (SFA, do inglés saturated fatty acids), os com apenas uma ligacao insaturada,
chamados de monoinsaturados (MUFA, monounsaturated fatty acids) e aqueles com duas ou
mais ligagdes insaturadas, referidos como 4cidos graxos poli-insaturados (PUFA,
polyunsaturated fatty acids) (GLENCROSS, 2009). Quando os PUFA possuirem 20 a 22
carbonos e 4 a 6 insaturagdes em sua cadeia, sao classificados como LC-PUFA (long-chain
polynsaturated fatty acids) (GLENCROSS, 2009). Os PUFA também podem ser nomeados pela
localizag@o da primeira ligacdo dupla, contada a partir da extremidade da metil da cadeia, isto
¢, o carbono mais distante do grupo carboxila, dando origem assim, as séries n-3, n-6 ¢ n-9
(NELSON, DAVID L.; COX, 2014).

De acordo com Tocher (2010), as tilapias foram classificadas em espécies de agua
quente com exigéncia principalmente em éacido linoleico (LOA). Assim, ndo seriam afetadas
pela substitui¢do da farinha ou 6leo de peixe, fontes de LC-PUFA n-3, por 6leos vegetais que,
por sua vez, sdo fontes de acidos graxos de cadeia média, principalmente da série n-6. Estudos
realmente indicam que a presenga de precursores de LC-PUFA na dieta, tais como LOA e
acido-alfa-linolénico (a-LNA), podem suprir as necessidades da tilapia-do-nilo (CHEN et al.,
2013; CORREA et al., 2017; NOBREGA et al., 2017; MUFATTO et al., 2018).

O crescimento continuo da aquicultura estda se tornando dependente do
desenvolvimento de alimentos sustentdveis com ingredientes alternativos, geralmente
derivados da agricultura terrestre (TOCHER, 2015). Uma melhor compreensao do metabolismo
biossintético dos LC-PUFA em peixes pode consequentemente trazer uma solugao para a crise
em torno da escassez de 6leo de peixe (CHEN et al., 2018).

Corréa et al. (2017) concluiram que, em temperatura adequada, tanto o 6leo de peixe
quanto o 6leo vegetal de coco podem ser usados como fontes de 4cidos graxos dietéticos para
a tilapia-do-nilo; entretanto, em temperaturas abaixo do ideal, uma fonte dietética contendo

mais PUFA e menos SFA melhora o desempenho. Outros estudos com tilapia-do-nilo, em
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temperatura adequada, mostraram ainda uma diminui¢do na gordura corporal quando os peixes
foram alimentados com dietas ricas em n-3 PUFA (CHEN et al., 2013; RIBEIRO et al., 2008).

A tilapia é conhecida por ser capaz de transformar parcialmente o LNA dietético, que
pode ser encontrado em alguns 6leos vegetais, em n-3 LC-PUFA (TOCHER et al., 2001). Chen
etal. (2013) determinaram a exigéncia em a-LNA para tilapia-do-nilo como sendo 0,45 a 0,64%
do peso vivo, quando criada em temperatura 6tima (27,4 + 1,2 °C). Entretanto, quando mantida
a 22 °C, esta exigéncia aumentou para 0,67% de a-LNA na dieta (NOBREGA et al., 2017). No
entanto, neste mesmo estudo (NOBREGA et al., 2017), o aumento de a-LNA dietético até
0,99% piorou o desempenho em crescimento de juvenis de tildpia-do-nilo. A adi¢do de fontes
de lipidios vegetais na dieta, contendo praticamente apenas PUFA com 18 carbonos, promoveu
acimulo de LC-PUFA com 20 e 22 carbonos no musculo, provavelmente devido a
bioconversdao dos precursores de cadeia mais curta (NOBREGA et al., 2017). A tilapia
apresentou aumento na eficiéncia alimentar com o aumento do a-LNA da dieta em até 0,67%,
mas acima dessa inclusdo houve perda na eficiéncia alimentar, sugerindo que o excesso desse
acido graxo prejudicou o metabolismo e a utilizacdo da ragdo. Portanto, ndo so a presenca, mas
também a quantidade de a-LNA pode afetar o crescimento da tilapia.

Este trabalho tem por objetivo determinar a digestibilidade da proteina, do lipidio e
dos acidos graxos para a tilapia-do-nilo, quando alimentada com dietas contendo diferentes

niveis de a-LNA e submetida a temperatura subotima de 22°C.

2.2 MATERIAL E METODOS

2.2.1 Dietas experimentais

O manejo dos peixes durante o experimento seguiu o protocolo n® PP00815, aprovado
pela Comissao de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Santa Catarina (CEUA,
UFSC). Para este estudo, foram utilizados dados de digestibilidade de acidos graxos ainda nao
publicados, obtidos a partir do ensaio descrito por Nobrega et al. (2017), onde foram testados
cincos niveis de inclusdo de 6leo de linhaga sobre uma mistura de 6leos vegetais. No presente
trabalho, os niveis de a-LNA de 0,03%; 0,67% e 0,99% foram selecionados para comparacao
da digestibilidade de acidos graxos.

As dietas experimentais, contendo 5% de lipidio, eram isonitrogenadas, isoenergéticas
e isolipidicas e foram elaboradas com ingredientes semi-purificados, atendendo as exigéncias

nutricionais para juvenis de tilapia-do-nilo (NRC, 2011) (Tabela 1).
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Tabela 1. Formulagdo e composicdo das dietas experimentais.
Acido linolénico, %

Ingredientes, %'

0,03 0,67 0,99
Oleo de palmiste 0,92 0,19 -
Oleo de oliva 3,26 3,09 2,98
Oleo de girassol 0,82 0,32 0,16
Oleo de linhaca - 1,4 1,86
Outros? 95 95 95
Composicao (%, expressa na matéria seca)
Matéria seca 93,74 92,47 92,35
Proteina bruta 36,76 36,78 36,39
Lipidios 5,62 5,42 5,41
Matéria mineral 3,26 3,88 3,38
Acido linoleico (LOA, 18:2n-6) 0,54 0,49 0,47
Acido linolénico (a-LNA, 18:3n-3) 0,03 0,67 0,99

10leo de palmiste, Grupo Agropalma (Belém, PR, Brasil); 6leo de oliva: distribuido por Cargill Agricola S.A. (Brasil) e
produzido por Victor Guedes, Ind. Com. S.A. (Abrantes, Portugal); 6leos de girassol e linhaga: Vital Atman LTDA (Uchoa,
SP, Brasil).

2 Dieta basal: caseina (300 mg g '), gelatina (80 mg g '), amido de milho (400 mg g ), celulose (109,50 mg g ™),
carboximetilcelulose (10 mg g ), fosfato bicalcico (20 mg g '), premix macro mineral (20 mg . g *'), premix vitaminico e
mineral (10 mg g ') e butil-hidroxitolueno (BHT) (0,50 mg g ™). Premix vitaminico e micromineral (Raguife Vaccinar, Belo
Horizonte, MG, Brasil), composi¢do kg™ de produto: 4cido folico 1.200 mg, 4cido pantoténico 10.000 mg, BHT 5.000 mg,
biotina 200 mg, cobalto 80 mg, cobre 3.500 mg, colina 100.000 mg, ferro 20.000 mg, iodo 160 mg, manganés 10.000 mg,
niacina 20.000 mg, selénio 100 mg, vitamina (vit.) A 2.400.000 UI, vit. B1 4.000 mg, vit. B12 8.000 mg, vit. B2 4.500 mg, vit.
B 3.500 mg, vit. C 60.000 mg, vit. D3 600.000 UL vit. E 30.000 UL vit. K 3.000 mg, zinco 24.000 mg, inositol 25.000 mg.
Premix macromineral (composi¢@o por kg): fosfato bicéalcico 130 g, cloreto de potassio 120 g, cloreto de sédio 130 g, sulfato
de magnésio 620 g.

Os oleos vegetais utilizados como base foram palmiste e 6leo de oliva, com a
finalidade de obter uma proporg¢ao similar de acidos graxos saturados (SFA) e monoinsaturados
(MUFA), entre as dietas experimentais. Também foi incluido 6leo de girassol para suprir a
exigéncia em 0,50% de LOA em todas as dietas (TAKEUCHI et al., 1983). Para obtencado de
niveis crescentes de a-LNA, foi acrescentado 6leo de linhaca, em substituicdo ao 6leo de
palmiste, resultando num aumento dos niveis de PUFA e numa queda dos niveis de SFA e
MUFA (Tabela 2).

A dieta basal foi extrusada em péletes de 2 mm e seca em estufa com circulagao
forgada de ar, a 50°C, durante 4 h. Apds a extrusdo, a mistura de 6leos foi aspergida sobre as
dietas e impregnada com o auxilio de vacuo, para evitar perda de 6leo para dgua. Em seguida,

as dietas foram embaladas e conservadas em freezer (-20°C) até o fornecimento aos peixes.



24

Tabela 2. Perfil de 4cidos graxos, em mg ¢! de lipidio, das dietas experimentais.
Acido a-linolénico, %

Acidos graxos

0,03 0,67 0,99
10:00 5,02 1,16 ND!
12:00 68,82 13,24 0,51
14:00 26,74 6,01 1,93
16:00 91,92 79,20 66,68
18:00 8,29 22,84 40,12
24:00 0,90 0,76 0,73
16:1n-7 4,20 3,53 11,86
18:1n-9 601,34 514,20 481,85
18:1n-7 8,27 10,78 12,88
20:1n-9 2,10 1,85 1,98
18:2n-6 90,87 88,77 92,51
18:3n-6 3,19 2,78 2,81
18:3n-3 4,45 114,03 182,76
20:3n-6 2,11 1,56 1,56
Grupos de acidos graxos
Y SFA? 206,25 124,04 109,97
> MUFA 615,90 530,36 508,57
> PUFAn-3 4,45 114,03 182,76
> PUFAn-6 96,17 93,10 96,88
> LC-PUFA n-3 ND! ND ND
> LC-PUFA n-6 2,11 1,56 1,56
n-3/n-6 0,05 1,22 1,89

I'ND = nfo detectado (<0,05%), considerado como “zero”.
2 Grupos de 4cidos graxos, SFA= 4cidos graxos saturados, MUFA= 4cidos graxos monoinsaturados, PUFA= 4cidos graxos
poli-insaturados.

2.2.2 Ensaio de digestibilidade

O ensaio de digestibilidade foi conduzido para avaliar a utilizagdo dos nutrientes pela
tilapia-do-nilo em temperatura subotima fria de 22°C.

Juvenis de tilapia-do-nilo da linhagem GIFT, invertidos sexualmente para macho,
foram adquiridos da piscicultura Acqua Sul (Ilhota, Santa Catarina, Brasil) e inicialmente
estocados em tanques de 1000 L, durante 30 dias. Posteriormente, foram transferidos para as
unidades experimentais, que consistiam em tanques cilindrico-conicos de 200 L, os quais
estavam conectados a um sistema de recirculacdo de agua. Cada unidade experimental foi
estocada com 90 juvenis (peso médio 11,76 = 1,02 g) e recebeu aleatoriamente as dietas
experimentais contendo 0,03%; 0,67% e 0,99% de a-LNA.

A aclimatacdo dos peixes a baixa temperatura ocorreu nas trés semanas subsequentes.

Na primeira semana, a temperatura da agua foi mantida em 28°C, mas foi diminuindo
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gradualmente (1°C por dia) durante a segunda semana, até atingir a temperatura experimental
alvo de 22°C, a qual foi mantida durante a terceira semana e até o final do periodo experimental.

O ensaio de digestibilidade baseou-se na metodologia descrita por Rodrigues et al.
(2011). Foram realizadas trés repeti¢des de coletas de fezes, as quais foram realizadas no tempo,
sendo que cada repeti¢do foi executada durante duas semanas. Os tanques cilindrico-conicos
eram equipados com tubos de 50 mL, no fundo, para coleta das fezes por decantacdo. Esses
tubos foram imersos em recipientes isotérmicos com gelo para evitar a degradacao microbiana.
Os tubos e o gelo eram trocados a cada 2 h. Os tubos removidos eram centrifugados por 1 min
a 1077 x g e amostras de fezes armazenadas a -20°C. Avaliou-se a digestibilidade da proteina
bruta, matéria seca, lipidios e acidos graxos.

Os coeficientes de digestibilidade aparente dos acidos graxos e da gordura total foram
determinados de acordo com a metodologia descrita por Furukawa e Tsukahara (1996)
(Equagdo 1), com incorporacio de 1,00 mg de 6xido de itrio g”! na dieta seca, como marcador
inerte. As fezes e amostras de ragdo foram liofilizadas e, pelo método descrito a seguir (se¢ao

3.2.3), foram realizadas as extracdes de gordura das mesmas.

CDA =100 [100 * (CrD/CTrF) * (AGF /AGD)] (Equacao 1)

CDA = coeficiente de digestibilidade do 4cido graxo
CrD = porcentagem de 6xido de itrio na dieta
CrF = porcentagem de 6xido de itrio nas fezes
AGF = porcentagem de acido graxo nas fezes

AGD = porcentagem de acido graxo na dieta

O fotoperiodo foi ajustado para 12 h. Os parametros indicadores da qualidade de 4gua
foram monitorados diariamente, resultando nas seguintes médias (+ desvio padrao):
temperatura 22,06 + 0,09°C; oxigénio dissolvido 7,13 £ 0,90 mg/L; saturacao de oxigénio 81,05
+ 10,01%; pH 7,00 + 0,35; salinidade 0,90 + 0,04 g/L de NaCl (sal refinado sem iodo). Amonia
total, nitrito e nitrato foram monitorados uma vez por semana, ndo excedendo 0,29 mg/L. Os
parametros indicadores da qualidade da dgua, com excecdo da temperatura, permaneceram na
faixa indicada para a criacdo de tilapia e ndo diferiram significativamente entre as unidades

experimentais.
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2.2.3 Analises quimicas

As andlises da composi¢ao centesimal das dietas, fezes e dos perfis de acidos graxos
foram realizadas no Laboratorio de Nutri¢ao de Espécies Aquicolas (LABNUTRI, UFSC). A
analise de composi¢ao centesimal seguiu procedimentos padronizados pela "Association of
Official Analytical Chemists" (AOAC, 1999): umidade (secagem a 105°C até peso constante,
método 950.01), proteina bruta (Kjeldahl, método 945.01), lipidio total (Soxhlet, método
920.39C) e cinzas (incineragao a 550°C, método 942.05).

As medigoes de 4cidos graxos foram realizadas por cromatografia gasosa.
Resumidamente, os lipidios das amostras foram extraidos a frio e quantificados pelo método de
Folch et al. (1957), modificado por Ways ¢ Hanahan (1964) e, posteriormente, modificado
como descrito por Corréa et al. (2018). Os 4cidos graxos foram entdo esterificados usando o
método de O'Fallon et al. (2007) e separados por um cromatografo gasoso (Agilent 7890B,
Santa Clara, Califérnia, EUA) com um detector FID, usando uma coluna capilar CP-Sil 88 (60
m x 0,25 mm x 0,20 um). As condigdes cromatograficas foram: temperatura do detector 300°C;
temperatura do injetor 240°C; temperatura inicial da coluna 120°C por 10 min, programada
para aumentar a uma taxa de 3°C min™ até 186 °C mantida por 5 min e depois aumentada
novamente a 3°C min- até a temperatura final de 231°C. O hélio era o gas de arraste, com um
fluxo de coluna de 2,5 mL min™!, split 1:40. Os 4cidos graxos foram identificados com base no
tempo de reten¢do de dois padroes, MIX 37 (37 Component FAME Mix e PUFA n° 3) e 6leo
menhaden (SUPELCO, Bellefont, Pensilvania, EUA). As concentracdes de acidos graxos nas
amostras foram calculadas de acordo com Joseph e Ackman (1992), utilizando como padrao

interno C23:0 (4cido tricosanoico, Sigma, Saint Louis, Missouri, EUA).

2.2.4 Analise estatistica

Todos os dados foram testados quanto a normalidade e homocedasticidade para
atender aos requisitos da ANOVA, sendo expressos como médias e erro padrao das médias.
Posteriormente, os coeficientes de digestibilidade aparente foram analisados via analise de
variancia (ANOVA One Way), seguida pelo teste de Tukey, quando necessario. O nivel de

significancia de 5% foi adotado em todos os testes.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A suplementagao de a-LNA interferiu no valor de CDA da proteina e do lipidio das
dietas de tal forma que, quando os peixes foram alimentados com 0,99% de a-LNA,
apresentaram maior digestibilidade destes nutrientes em comparagdo com aqueles alimentados
com 0,03 ou 0,67% de a-LNA (Tabela 3). Porém, sua suplementacdo ndo interferiu na
digestibilidade da matéria seca, sendo que o CDA ficou entre 75-76%, independentemente do
nivel de a-LNA testado.

Em geral, os coeficientes de digestibilidade aparente dos acidos graxos foram altos,
mas afetados pela quantidade e fonte do 6leo, estando relacionados ao comprimento da cadeia
carbonica e grau de insaturacdo, semelhante ao relatado em outros trabalhos (Ng et al., 2013;
Gongalves e Cyrino, 2014; Fernandes et al., 2019; Nobrega et al., 2019).

O CDA do somatoério dos SFA na dieta com menor concentragdo de a-LNA foi
superior ao encontrado na dieta contendo 0,99% de o-LNA. A digestibilidade do acido
palmitico (16:0), que estd em maior quantidade em todas as dietas, ndo foi afetada
significativamente pela suplementacdo de a-LNA. Ja o CDA do 4cido 18:0 foi influenciado
positivamente pela suplementa¢do de a-LNA; enquanto que o CDA dos acidos 10:0, 12:0 ¢
14:0, foram influenciados negativamente. A quantidade dietética dos acidos 10:0, 12:0 e 14:0
diminuiu com o aumento da suplementagdo de a-LNA, pois esses acidos graxos sao abundantes
no oleo de palmiste, o qual foi reduzido com a suplementacdo do 6leo de linhaga; contudo,
houve um aumento dietético do acido oleico (18:0). Dessa forma, a digestibilidade do grupo
SFA foi afetada significativamente pela quantidade dos acidos 10:0, 12:0 e 14:0 nas dietas:
quanto maior a suplementagdo, maior a digestibilidade. Ng et al. (2003) verificaram que a
diminui¢do da temperatura diminui a digestibilidade dos SFA, sendo menor a absor¢do dos
triglicerideos que contém mais SFA.

As digestibilidades dos MUFA, especificamente o acido palmitoleico (16:1 n-7) e o
acido oleico (OLA 18:1 n-9), foram afetadas positivamente com o aumento da concentragao
dietética de a-LNA, sendo o maior CDA observado nos peixes alimentados com 0,99% de a-
LNA.

Todos os PUFA apresentaram alto CDA, variando de 92 a 100%, independente do
nivel de suplementagdo de a-LNA. Vale salientar que a suplementacao dietética de 6leo de
linhaca como fonte de a-LNA melhorou a digestibilidade do mesmo, mas nao influenciou a
digestibilidade do LOA. Contudo, a suplementagdo dietética de 0,99% de a-LNA aumentou a

digestibilidade do 4cido graxo 18:3n-6, mas ndo influenciou significativamente a do acido
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graxo 20:3n-6. A posi¢ao da primeira ligagao dupla ao longo da cadeia carbonica do 4cido graxo
parece ser importante na determinacdo da absor¢do do acido graxo. Comumente, os acidos
graxos n-3 sao absorvidos a uma taxa maior do que os acidos graxos n-6 e os acidos graxos n-

9 (FRANCIS et al., 2007).

Tabela 3. Coeficiente de digestibilidade aparente (CDA) de nutrientes selecionados
para juvenis de tildpia-do-nilo, quando alimentados com dietas contendo trés niveis de acido a-

linolénico.

Nutriente a-Linolénico (a-LNA), % Valor

0,03 0,67 0,99 de P 2
Matéria seca 75,19 + 0,59 76,50 + 0,29 76,22 + 1,99 0,430
Proteina 93,22+ 0,93 ° 94,92 + 0,33 @ 95,07 0,90 0,046
Lipidio 92,3 +0,46 " 93,26 +0,25 ° 95,36+ 0,41°*  <0,001
10:0 74,06 + 4.95 2 58,51+1,39° ND! 0,007
12:0 79,98 +£2,93 ¢ 75,67 £3,06 2 57,18+3,67%  <0.001
14:0 83,79+ 1,05% 74,06 + 0,71 @ 54,06 +4,93° 0,004
16:0 91,34 + 0,26 92,06 + 1,33 91,38 + 1,49 0,919
17:0 72.86+2,47° 84,26 +2,26 82,91+ 1,832 0,002
18:0 88.69+1,17" 89,24+ 1,67° 92,54 + 0,63 0,024
20:0 ND 100,00 + 0,00 100,00 + 0,00 1,000
24:0 94,17 + 0,99 95,20 + 0,06 95,08 + 0,53 0,224
16:1n-7 76,22 + 1,74 ° 77,83 +£0,32° 92,81 1,19  <0,001
18:1n-9 97,90 +£0,15° 98,37 +0,10 2 98,36+ 0,172 0,004
18:1n-7 85,58 +0,47 ¢ 91,00 +1,31° 94,30 £0,96*  <0,001
20:1n-9 87,06 £5,722 68,02 +3,47° 68,93 £ 5,84 " 0,009
18:2n-6 97,60 + 1,13 99,05 + 0,58 99,16 + 0,47 0,074
18:3n-6 97,44+ 1,15¢ 98,55+ 0,02° 100,00 £0,00*  <0,001
18:3n-3 97,46 + 0,21 ° 100,00 + 0,00 100,00 £ 0,00  <0,001
20:3n-6 95,20+ 0,83 * 92,03+0,12° 93,42 + 1,66 0,024
Y SFA 3 8430+ 1,29% 83,41+ 0,26 % 81,88 +1,25° 0,047
S MUFA 86,75+ 1,06 " 83,98 + 4,76 88,52 +£4,80% 0,044
Y PUFA 96,93 +0,37° 97,41 0,132 98,14+ 0,532 0,040
Y PUFA n-6 96,75 £ 0,55 96,54 + 0,18 97,52 + 0,71 0,307
Y PUFA n-3 97,46 + 021 ° 100,00 + 0,00 100,00 £ 0,00  <0,001

I'ND = néo detectado (<0,05% do total dos acidos graxos), considerado como “zero”.

2 Médias seguidas de letras diferentes, dentro da mesma linha, indicam diferenga significativa (P<0,05).
3 Grupos de 4cidos graxos, SFA= 4cidos graxos saturados, MUFA= é4cidos graxos monoinsaturados, PUFA= 4cidos graxos
poli-insaturados.

A composicao de 4cidos graxos de uma determinada fonte lipidica, especificamente o
grau de insatura¢dao e o comprimento da cadeia, € responsavel pela determinagdo do seu ponto
de fusdo lipidico. Consequentemente, o ponto de fusdo pode ser considerado como um bom
indicador de digestibilidade em peixes, o que foi proposto por Turchini et al. (2009) e

confirmado no presente estudo (TURCHINI; TORSTENSEN; NG, 2009).
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Por causa da escassez de relatos sobre digestibilidade da proteina, lipidios, energia e,
principalmente, de dcidos graxos para a tildpia-do-nilo, quando criada em temperatura subdtima
fria, ¢ seguro afirmar que mais pesquisas sdo necessarias para aprimorar a eficiéncia das dietas

de inverno para esta espécie, quando produzida em regides subtropicais.

4 CONCLUSAO

A suplementacdo dietética de 0,99% de a-LNA melhorou a digestibilidade da proteina,
lipidio, MUFA e PUFAs. Em geral, os coeficientes de digestibilidade aparente dos éacidos
graxos foram altos, mas afetados pela quantidade e fonte de oleo. De forma geral, em
temperatura suboOtima fria, o aumento na suplementagao dietética de a-LNA aumenta a
digestibilidade dos nutrientes da dieta e de alguns acidos graxos, principalmente aqueles com

menor ponto de fusdo.
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