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RESUMO

Os é&cidos eicosapentaenoico (EPA) e docosahexaenoico (DHA) sdo acidos graxos
poli-insaturados de cadeia longa da série n-3 (AGPI-CL n-3) que apresentam importancia para
a saude humana, contribuindo na prevencdo de doencas cardiovasculares, mentais e da retina,
além de potencializar a capacidade cognitiva. Os peixes sdo considerados a principal fonte de
AGPI-CL n-3 na dieta dos humanos. No entanto, o uso de dietas vegetais para peixes de
criacdo, principalmente onivoros, provoca mudancgas no perfil de acidos graxos, aumentando
os niveis de linoleico e diminuindo os de EPA e DHA, reduzindo assim, o valor nutracéutico
da carne de peixes provenientes da piscicultura. Sendo assim, é preciso desenvolver
alternativas para melhorar o perfil de AGPI-CL n-3 em peixes de criacdo, sobretudo, aqueles
de importancia comercial e que se alimentam de dietas elaboradoras com ingredientes
vegetais, como é o caso do tambaqui Colossoma macropomum. Com isso, objetivou-se
avaliar o efeito da inclusdo de 5% da farinha de microalga (derivada de Schizochytrium sp.)
em dietas para o tambaqui sobre o crescimento dos peixes e o perfil de AGPI-CL do filé. Para
isso, foram elaboradas duas dietas isoproteicas (300 g de proteina bruta kg™) e isocaléricas
(4600 kcal de energia bruta kg'): a dieta controle (sem suplementagdo de farinha de
microalga) e a dieta suplementada com 5% de farinha de microalga. O experimento seguiu um
desenho experimental inteiramente casualizado com esquema fatorial 2 x 7 (2 dietas e 7
tempos de amostragem), e trés repeticdes. Tambaquis curumin (489,60+28,53 g; 28,55+0,30
cm) foram distribuidos em seis tanques de 2000 L (27 peixes por tanque) e alimentados com
as duas dietas experimentais durante 90 dias. No 0, 15° 30°, 45° 60° 75° e 90° dia, trés
peixes por tanque foram eutanasiados com dose letal de anestésico (benzocaina a 500 mg L™)
e pesados para acompanhamento do crescimento. Os peixes foram filetados e os filés
destinados para analises do contetudo de lipideos totais e do perfil de &cidos graxos. A dieta
suplementada com farinha de microalga ndo causou detrimento no crescimento. A inclusdo da
farinha de microalga em dietas de origem vegetal para tambaqui incrementa os niveis do
DHA no filé, o qual foi percebido desde o 15° dia passando de 14,74+3,36 (dia 0) para
38,60+3,22 mg de DHA g™ do total de lipideos (90° dia) . Além disso, melhora a relagéo n-
3:n-6 e aumenta o valor nutracéutico da carne de peixe proveniente da piscicultura. E
recomendada a elaboracdo de dietas especificas para a fase de terminac¢do, com a inclusdo de
5% de farinha de microalga, e seu oferecimento aos peixes antes do abate, por um tempo
minimo de 15 dias para garantir uma relacdo n-3:n-6 superior ao recomendado pela
Organizacdo Mundial da Saude, ou por um periodo méaximo de 71 dias para garantir a maior
deposicdo de DHA no filé e oferecer peixes de maior valor nutracéutico na dieta dos
humanos.

Palavras-chave: Colossoma macropomum, Shizochytrium sp., nutracéutico, n-3:n-6.



ABSTRACT

Microalgae meal in diets for tambaqui as a strategy to increase the docosahexaenoic acid
content

The eicosapentaenoic (EPA) and docosahexaenoic (DHA) acids are highly unsaturated
fatty acids (n-3 HUFA) that are important for human health, contributing to the prevention of
cardiovascular, mental and retinal diseases, as well as the improvement of the cognitive
ability. Fish are considered the main source of n-3 HUFA for human diet. However, the use of
plant-diets for farmed fish, especially omnivores, modify the fatty acid composition,
increasing linoleic acid and reducing the EPA and DHA levels, and decreasing the
nutraceutical value of the fish flesh. It is necessary to develop alternatives to improve the n-3
HUFA profile in farmed fish, especially those of commercial importance and fed with plant-
diets, such as tambaqui Colossoma macropomum. We aimed to evaluate the effect of 5%
microalgae meal supplementation in diets on tambaqui growth and its n-3 HUFA fillet profile.
Thus, were prepared two isonitrogenous (300 g crude protein kg™) and isocaloric (4600 kcal
of gross energy kg™) diets: a control diet (no microalgae meal supplementation) and a diet
supplemented with 5% of microalgae meal. The experiment followed a completely
randomized factorial design 2 x 7 (2 diets and 7 sampling times), with three replications.
Tambaquis curumin (489.60£28.53 g, 28.55+£0.30 cm) were distributed into six 2000 L tanks
(27 fish per tank) and fed with the two experimental diets for 90 days. On the 0, 15", 30",
45" 60" 75" and 90" days three fish per tank were euthanized by lethal dose of anesthetic
(benzocaine 500 mg L™) and weighted for growth monitoring. Fish were filleted for total lipid
content and fatty acid profile analysis. The diet supplemented with microalgae meal caused no
detriment on fish growth and increases levels of DHA in the fillet, which were detected from
the second sampling (15t day) increasing from 14.74+3.36 (day 0) to 38.60+3.22 (90t day)
of DHA (mg g™ of total lipids). It also improves the n-3:n-6 ratio and increases the
nutraceutical value of the fish flesh from aquaculture. The development of a finishing diet
with addition of 5% of microagae meal is recommended. Fish should be fed at least for 15
days prior to slaughter, to achieve the minimum n-3:n-6 ratio recommended by the World
Human Organization or during 71 days to achieved the maximum deposition of DHA in fillet
increasing the nutraceutical value of fish flesh for human diets.

Keywords: Colossoma macropomum, Schizochytrium sp., nutraceutical, n-3-n-6 ratio.
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1. INTRODUCAO

A populagdo mundial estd crescendo, estimando-se que para o ano de 2050 a
populacdo chegara a 9 bilhdes de pessoas, aumentando assim, a demanda por alimentos de
alto valor nutricional. Nesse sentido, a aquicultura, que hoje é responsavel pelo abastecimento
de mais dos 50% do pescado consumido pelo homem, terd um papel importante no
fornecimento de alimentos (Samuel-Fitwi et al., 2012; FAO, 2016).

Para a aquicultura, ainda sdo utilizados ingredientes como a farinha e o 6leo de peixe
na formulacdo das dietas como fontes proteicas e, principalmente, de acidos graxos poli-
insaturados de cadeia longa (AGPI-CL). Esses ingredientes estdo cada vez mais escassos no
mercado o que vem gerando a pesquisa e utilizacdo de ingredientes de origem vegetal para a
elaboracdo de dietas para aquicultura, principalmente de peixes onivoros. O grande interesse
nos ingredientes de origem vegetal estd relacionado a alta disponibilidade, baixo custo,
adequado perfil aminoacidico e caracteristicas favoraveis que colaboram no processo de
extrusdo da ragdo (Barrows et al,, 2008).

A utilizacdo de ingredientes vegetais (ricos em acidos graxos com 18 carbonos na
cadeia) em racBes para peixes, pode por consequéncia produzir peixes de baixo teor de AGPI-
CL da série n-3, diminuindo ou perdendo a carateristica de promocdo da salde humana
conferida a carne do peixe; visto que estes acidos graxos (AGPI-CL n-3) contribuem na
prevencdo de doencas cardiovasculares, mentais e da retina, além de potencializar a
capacidade cognitiva (Swanson et al., 2012). Nesse contexto, é preciso desenvolver
alternativas para melhorar o perfil de AGPI-CL n-3 em peixes de criacdo, sobretudo, aqueles
de importancia comercial e que se alimentam de dietas elaboradas principalmente com

ingredientes vegetais, como é o caso do tambaqui Colossoma macropomum (Cuvier, 1818).



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Tambaqui

O tambaqui é o principal peixe nativo criado na aquicultura nacional, especialmente na
Regido Norte e especificamente nos estados do Amazonas, Rondonia e Roraima (IBGE,
2013). E nativo da Bacia Amazonica, porém atualmente, é criado em todo o Brasil, mesmo
sabendo que temperaturas abaixo de 20 °C limitam seu crescimento. Além disso, €
considerado o segundo maior peixe de escama da Amazonia, alcancando até um metro de
comprimento e 30 kg de peso durante seu ciclo de vida em ambientes naturais (Goulding e
Carvalho, 1998). Em ambientes controlados, apresenta crescimento rapido, atingindo
aproximadamente 1,80 kg por ciclo de producao de oito meses (Izel e Melo, 2004).

O sucesso da sua producédo na piscicultura deve-se também a capacidade de adaptacao
aos ambientes de criacdo; aceitacdo de ragdes comerciais; reproducdo dominada em
laboratério, resisténcia ao manejo e a condi¢fes adversas (Goulding e Carvalho, 1998). Um
exemplo disso, € a tolerancia a baixas concentracdes de oxigénio dissolvido na agua (OD)
assim como pH &cido (Saint-Paul, 1984; Wood et al., 1998), sendo que em niveis baixos de
OD na &gua, aproximadamente a 0,5 mg L™, o peixe desenvolve o labio inferior, uma
adaptacdo morfologica que permite ao tambaqui explorar a superficie da agua na tentativa de
captar mais OD e dessa forma, manter o conteddo de oxigénio no sangue (Val, 1995).
Adicionalmente, o tambaqui € valorizado pela sua carne saborosa, que pode ser conservada
até 180 dias sob congelamento sem perder suas propriedades (Cartonilho e Jesus, 2011).

Sua condi¢do de onivoro e plasticidade das enzimas digestivas (Corréa et al., 2007),
proporcionam-lhe a capacidade de aproveitar uma maior variedade de itens alimentares como
fonte de nutrientes e energia. Isso torna vidvel a utilizacdo de ingredientes vegetais que
possibilitam a elaboracdo de dietas estaveis devido a presenca de amido que confere a
aglutinagcdo dos ingredientes no processo de extruséo, garantindo melhor digestibilidade e
flutuabilidade da racéo, diminuicdo do custo da racdo (Gatlin Il et al., 2007), além de ser
sucedaneos a farinha e 6leo de peixe, contribuindo indiretamente a conservacao dos estoques

pesqueiros, cuja producdo encontra-se estagnada (FAO, 2016).

2.2. Ingredientes de origem animal versus vegetal

Na aquicultura, existe ainda a dependéncia da farinha e 6leo de peixe como
ingredientes para a elaboragdo de dietas para organismos aquaticos (Tacon e Metian, 2008),



pois estes apresentam alto conteGdo de amino&cidos essenciais e AGPI-CL, como é&cido
eicosapentaenoico (EPA; 20:5n-3) e acido docosahexaenoico (DHA; 22:6n-3), assim como a
alta digestibilidade dos nutrientes e a presenca reduzida de fatores anti-nutricionais, quando
comparados com outros ingredientes (Barrows et al., 2008). O DHA é um acido graxo
importante para o funcionamento da capacidade visual em peixes, pois existem evidencias que
indicam que a deficiéncia em DHA resulta no retraso da ontogenia e normal desenvolvimento
da capacidade visual (NRC, 2011).

No entanto, com o aumento da demanda e diminui¢do da oferta destes ingredientes no
mercado, os valores comerciais para farinha e 6leo de peixe estdo em constante ascensao.
Além disso, a utilizacdo desses ingredientes produzidos a partir do extrativismo nao
proporciona a sustentabilidade da aquicultura, uma vez que o setor da pesca se encontra
estagnado (Tacon e Metian, 2008; FAO, 2016). Por esse motivo, e na tentativa de tornar a
aquicultura ambiental e economicamente mais sustentavel, estdo sendo pesquisados e
utilizados grande quantidade de ingredientes de origem vegetal, principalmente farelos e 6leos
vegetais em substituicdo a farinha e Oleo de peixe, na formulacdo de dietas para peixes
(Barrows et al., 2008), especialmente para onivoros.

Entre as vantagens dos ingredientes de origem vegetal encontram-se: o baixo custo,
disponibilidade, facilidade de transporte e estocagem, bom teor de proteina com perfil
adequado de aminodacidos (Gatlin 11l et al., 2007). Essas caracteristicas associadas ao nao
prejuizo no crescimento de peixes onivoros (Lim e Lee, 2009; Lin e Luo, 2011) tornaram 0s
ingredientes vegetais uma alternativa promissora para a aquicultura.

Por outro lado, os farelos e dleos vegetais sdo fontes ricas em éacidos graxos poli-
insaturados (AGPI) com cadeias de 18 carbonos, como o &cido graxo linoleico (LA; 18:2n-6)
e linolénico (LNA,; 18:3n-3), mas deficientes em AGPI-CL da série n-3, como EPA e DHA
(Sargent et al., 2002). Assim, a utilizacdo de ingredientes vegetais nas dietas dos peixes pode
provocar aumento dos AGPI de 18 carbonos e diminuicdo dos AGPI-CL da série n-3 no
musculo do peixe, perdendo consequentemente, a caracteristica particular de promocdo da
salde humana (Almeida e Franco-Bueno, 2006), uma vez que estes acidos graxos (AGPI-CL
n-3) contribuem na prevengdo de doencas cardiovasculares, mentais e da retina, além de
potencializar a capacidade cognitiva (Swanson et al., 2012) e, os peixes sdo considerados a
principal fonte de AGPI-CL n-3 na dieta dos humanos (Sargent et al., 2002; Tocher, 2010).



Dessa forma, é necessario formular dietas com ingredientes que possam substituir a
farinha e 6leo de peixes, que garantam o perfil de AGPI-CL n-3 no mdsculo dos peixes de

criacdo e que possam contribuir no valor nutricional da dieta dos humanaos.

2.3. AGPI-CL n-3 como nutracéuticos em humanos

O EPA e o DHA apresentam importancia para a saude humana e sdo obtidos
maioritariamente através da alimentacdo (Nelson e Cox, 2011). Entre os beneficios do
consumo desses acidos graxos, destaca-se a producédo de eicosanoides a partir do EPA, como
a prostaglandina E3 (PGE3), o leucotrieno B5 (LTB5) e o tromboxano 3 (TX3), de fungéo
anti-inflamatoria. As deficiéncias nos niveis de EPA promovem a producédo de eicosanoides a
partir de acido araquidodnico (ARA; 20:4n-6), de potencial pro-inflamatério (Calder, 2004).

O DHA ¢é o principal componente da membrana fosfolipidica dos neurdnios e
contribui na integridade, desenvolvimento e funcionamento ideal das células nervosas e da
retina. Portanto, o Department of Health and Human Services dos Estados Unidos recomenda
0 consumo de 300 a 900 mg de EPA+DHA por dia, a partir do terceiro trimestre da gravidez,
momento que comeca 0 desenvolvimento cerebral do feto (Swanson et al., 2012). Essa
recomendac&o tem o intuito de reforcar as capacidades cognitiva, visual, motora, assim como
a resisténcia imunitaria de criancas neonatais (Judge et al., 2007), bem como garantir 0
desenvolvimento gestacional normal devido a reducdo na producdo de eicosanoides
sintetizados a partir do ARA, que poderiam provocar inflamacdo do Utero e partos
prematuros. Em adultos, a Organizacdo Mundial da Saude recomenda o consumo minimo de
200 mg de EPA+DHA por dia (WHO, 2015), uma vez que o EPA promove a producdo de
eicosanoides anti-inflamatérios e o DHA promove a integridade dos neur6nios e reforca o
sistema imune, por isso € considerado promissor na prevencdo de Alzheimer (Tully et al.,
2003).

Adicionalmente, o EPA e o DHA diminuem a expressdo de genes relacionados com
processos inflamatdrios e aterogénicos, por isso esses acidos graxos tém sido reconhecidos
pelos seus efeitos positivos na prevencdo e/ou tratamento de doengas como hipertensao,
aterosclerose, infartos, trombose, cancer, problemas cardiacos associados a diabetes tipo-2,
fibrose quistica, adrenoleucodistrofia entre outras doencas (Horrocks e Yeo, 1999).

As doencas humanas relacionadas a deficiéncia de EPA e DHA estdo aumentando no
mundo. Atualmente, existem 26,6 milhdes de pessoas com Alzheimer e estima-se que em

2050 sejam 106,2 milhdes (Gillette-Guyonnet et al., 2008), e ainda as doengas



cardiovasculares séo a causa de 38% de mortes nos Estados Unidos (Swanson et al., 2012) e
20% no Brasil (Mansur e Favarato, 2012).

Os peixes sdo considerados a principal fonte de AGPI-CL n-3 na dieta dos humanos.
No entanto, a diminuicao de farinha e 6leo de peixe e o0 incremento de ingredientes vegetais
na formulagdo de ragdo, proporcionam uma baixa relacdo n-3:n-6 das dietas nos peixes
provenientes da aquicultura. Por conseguinte, o desbalanceamento nessa relacdo refletird no
perfil de &cidos graxos do musculo do peixe, sendo que muitas vezes sdo encontrados niveis
inferiores a 0,20, valor minimo recomendado pela Organizacdo Mundial da Salde
(Simopoulos, 2008).

Estudos com tambaqui mostraram que peixes provenientes da piscicultura
apresentaram relacdo n-3:n-6 de 0,18 a 0,10 no filé (Maia e Rodriguez-Amaya, 1992;
Almeida et al., 2008), valores inferiores ao minimo recomendado pela Organizacdo Mundial
da Saude (Simopoulos, 2008). Diante dessa problematica, sdo necessarios estudos na busca de
sucedaneos para a farinha e 6leo de peixe nas dietas de organismos aquaticos, que possam
proporcionar niveis adequados de EPA e DHA no filé dos peixes, 0s quais serdo destinados ao

consumo humano.

2.4. Farinha de microalga em dietas para aquicultura

Os microrganismos do género Schizochytrium fazem parte da base da cadeia alimentar
em ambientes hidricos marinhos. S&o protistas heterotroficos de habito alimentar detritivoro,
bacterivoro e/ou parasita (Lewis et al., 1999), localizados na subclasse Thraustochytridea
(Chromista: Heterokonta) e emparentados com algas heterocontas como as diatoméaceas
(Cavalier-Smith et al., 1994). Caracterizam-se pela presenca de [B-caroteno como Unico
pigmento carotenoide formando células amarelo-palidas, reproducdo por biparticdo ou
formagéo de esporas biflageladas (Yokoyama e Honda, 2007), e apresentam elevados teores
de AGPI-CL n-3, principalmente DHA (Miller et al., 2007).

Estes microrganismos sdo capazes de sintetizar altas concentragdes de DHA através do
complexo enzimatico policetideo-sintase (PKS) utilizando como substrato a malonil-CoA e
acetil-CoA (Metz et al., 2001). O conteldo de DHA em cepas isoladas de Schizochytrium spp.
compde entre 24,53% e 39,14% do total de &cidos graxos (Jiang et al., 2004). Porem, a
selecdo de cepas e condicGes de cultivo apropriadas tem permitido a producéo de células com
altos teores de DHA (até 60% dos acidos graxos) e relagdes altas de n-3:n-6, assim como
baixo teor de AGPI n-6 (Miller et al., 2007).



Embora muitas espécies de microalgas e cianobactérias apresentem altos teores de
AGPI-CL n-3 e potencial de industrializacdo como fontes de EPA e DHA (Chauton et al.,
2015); a producdo de microalga Schizochytrium € menos custosa, devido ao fato de serem
organismos heterotréficos e ndo precisarem de alguns elementos necessarios e onerosos
relacionados ao cultivo de autotroficos (como a luz e o diéxido de carbono), o que facilita sua
producdo com fermentadores industriais controlados (Lewis et al., 1999). Essa fermentagéo
catalisa os nutrientes oferecidos (principalmente glicose) em compostos mais simples (entre
eles AGPI-CL n-3), libertando energia. Aumentos favoraveis na composi¢do de AGPI-CL n-
3, em especial de DHA, foram observados em salm&o-do-Atlantico, Salmo salar, alimentados
com dieta contendo a inclusdo de 11% e 13% de farinha de Schizochytrium em substituicdo ao
6leo de peixe (Miller et al., 2007; Sprague et al., 2015).

Deste modo, pretende-se incluir 5% de farinha de microalga Schizochytrium sp. nas
dietas de tambaqui, como estratégia para melhorar o perfil de AGPI-CL n-3 de tambaquis
cultivados; assim como, estabelecer o prazo minimo de fornecimento de farinha de
Schizochytrium sp. que apresente alteracdo no perfil de AGPI-CL n-3 no musculo de

tambaqui.



3. HIPOTESE

3.1. Hipotesey

N&o héa detrimento no crescimento dos peixes nem alteracdo no perfil de acidos graxos
poli-insaturados de cadeia longa (AGPI-CL) nos filés de tambaquis alimentados com dietas

contendo farinha da microalga Schizochytrium sp.

3.2. Hipdtese,

Ha detrimento no crescimento dos peixes e alteracdo no perfil de acidos graxos poli-
insaturados de cadeia longa (AGPI-CL) nos filés de tambaquis alimentados com dietas
contendo farinha da microalga Schizochytrium sp.



4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo geral

Avaliar o efeito da inclusdo da farinha da microalga Schizochytrium sp. em dietas para

0 tambaqui sobre o crescimento dos peixes e o perfil de AGPI-LC do file.

4.2. Objetivos especificos

Determinar o efeito da inclusdo de farinha de microalga em dietas para o tambaqui
sobre 0 seu crescimento.

Determinar o efeito da inclusdo de farinha de microalga em dietas para o tambaqui
sobre a composicao lipidica e perfil de acidos graxos.

Estabelecer o prazo minimo de fornecimento da dieta contendo farinha de microalga

que apresente alteracdo no perfil de AGPI-CL no filé de tambaqui.



5. MATERIAL E METODOS

O projeto de pesquisa foi aprovado pela Comissdo de Etica em Pesquisa no Uso de
Animais do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA), Manaus, Amazonas, Brasil
(NUmero de Protocolo: 028/2015).

5.1. Elaboracéo das dietas experimentais

Foram elaboradas duas dietas experimentais isoproteicas (300 g de proteina bruta kg™)
e isocaléricas (4600 kcal de energia bruta kg™), utilizando-se ingredientes de origem vegetal:
a dieta controle sem suplementacdo de farinha de microalga (CO) e a dieta suplementada com
5% de farinha de microalga (FA), rica em DHA e derivada de Schizochytrium sp. (All-G
Rich™ product/Alltech®) (Tabela 1).

As dietas foram formuladas para atingirem as recomendacdes conhecidas de
necessidades nutricionais para o tambaqui (Guimardes e Martins, 2015), extrudadas em 6 mm
de didmetro (Inbramag MX80), secas em estufa com renovacéo e circulagéo de ar (55 °C, 24
h, TE-394/3-MP), acondicionadas em sacos pretos de polietileno para evitar fotoxidacéo e,

estocadas a 16 °C até serem utilizadas.



Tabela 1. Formulacdo e composi¢do proximal das dietas experimentais

Dietas
Controle Farinha de microalga
CO FA
Ingredientes (g kg™)

Farelo de soja 537,00 530,00
Farinha de trigo 59,00 50,00
Milho moido 360,00 350,00
Oleo de soja 24,00 00,00
Farinha de microalga® 00,00 50,00
Premix® 20,00 20,00

Composicao proximal (baseada na matéria seca)
Matéria seca (g kg™) 935,00 931,67
Proteina Bruta (g kg™) 299,67 304,00
Lipideos (g kg™ 44,14 51,47
Carboidratos® (g kg™) 606,19 590,20
Cinzas (g kg™) 50,00 54,33
Energia Bruta® (kcal kg™) 4598,28 4626,14

3Farinha de microalga da All-G Rich™/Alltech®.

®Suplemento mineral vitaminico para peixes, valores por kg de ragéo: &cido félico (250 mg), 4cido pantoténico
(5000 mg), antioxidante (600 mg), biotina (125 mg), cobalto (25 mg), cobre (2000 mg), ferro (13.820 mg), iodo
(100 mg), manganés (3750 mg), niacina (5000 mg), selénio (75 mg), vitamina A (1.000.000 Ul), vitamina B1
(1250 mg), vitamina B12 (3750 mg), vitamina B2 (2500 mg), vitamina B6 (2485 mg), vitamina C (28.000 mg),
vitamina D3 (500.000 Ul), vitamina E (28.000 Ul), vitamina K3 (500 mg), zinco (17.500 mg).

‘Carboidratos = 100 - (proteina + lipideos + cinzas).

Energia bruta baseada nos valores calculados para proteina (5,64 kcal g™%), lipideos (9,44 kcal g%, carboidratos
(4,11 keal g™) (NRC, 2011).
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Tabela 2. Perfil de 4cidos graxos (mg g™ do total de lipideos) da farinha de microalga
derivada de Schizochytrium sp. e das dietas experimentais

Dietas experimentais

.- a Farinha de ; ;
Acidos graxos microalga® Controle  Farinha de microalga
CO FA
% Total de lipideos 76,76+0,08 4,41+0,12 5,15+0,07
YAGS 442,56+5,45 133,24+5,85 362,79+13,03
14:0 40,16+4,23 0,90+0,06 22.82+2.46
16:0 370,15+10,26 101,21+4,41 305,94+7,41
18:0 14,69+0,47 23,80+1,10 19,55+1,78
Y AGMI 31,96+0,92 183,67+8,40 118,59+10,12
16:1n-7 1,81 +0,52 1,69+0,11 1,80+ 0,14
18:1n-9c 25,58+1,73 170,90+7,83 109,31+9,30
18:1n-7 1,86+0,28 8,68+0,33 4,85+0,41
Y AGPI 309,16+2,28 380,64+16,88 359,87+30,53
18:2n-6 15,62+1,05 351,05%15,47 217,24+18,31
18:3n-6 0,57+0,01 0,16+0,05 0,28+0,01
18:3n-3 2,70+0,03 28,40+1,16 13,59+1,27
20:3n-6 1,41+0,01 0,18+0,04 0,70+0,07
20:4n-6 1,49+0,03 0,25+0,07 0,51+0,01
20:4n-3 n.d 0,15+0,03 0,07+0,01
20:5n-3 2,35+0,16 n.d 1,26+0,10
22:4n-6 0,58+0,06 n.d n.d
22:5n-6 47,90+2,80 0,15+0,05 23,18+1,96
22:5n-3 0,56+0,04 n.d 0,26+0,02
22:6n-3 236,37+1,09 0,20+0,07 102,71+8,80
y'n-6 67,18+1,05 351,89+15,69 241,99+20,34
yn-3 241,98+1,24 28,75+1,19 117,88+10,19
n-3:n-6 3,60+0,04 0,08+0,01 0,49+0,01

®Resultados em média + desvio padrao.
®Farinha de microalga da All-G RichTM product/Alltech®.
nd = ndo detectado.

5.2. Desenho experimental e amostragem

O experimento foi executado na Estacdo Experimental de Piscicultura do INPA
(3°05'26,7"S e 59°59'41,1"W) de Setembro a Dezembro de 2015. Cento e sessenta e dois
(162) curumins de tambaqui (489,6+28,53 g; 28,55+0,30 cm) foram distribuidos em seis

tanques de fibra de vidro (2000 L; 27 peixes por tanque) e submetidos a um desenho
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experimental inteiramente casualizado com esquema fatorial 2 x 7 (2 dietas e 7 tempos de
amostragem), e trés repetigdes.

Previamente ao experimento, os peixes foram aclimatados por 20 dias e alimentados
com a dieta controle para adaptacdo as condi¢bes experimentais. No periodo experimental, 0s
peixes foram alimentados trés vezes ao dia (8h, 12h e 16h) a uma taxa de alimentacédo de 3%
da biomassa durante 90 dias. No 0, 15° 30°, 45° 60° 75° e 90° dia do experimento, trés
peixes por tanque foram aleatoriamente eutanasiados por dose letal de anestésico (benzocaina
a 500 mg L) e pesados. Imediatamente, os peixes foram colocados em uma caixa térmica de
90 L com gelo picado e transportados até o Laboratério de Tecnologia de Alimentos do
INPA para filetagem. No local, foram retirados os filés direito e esquerdo (Figura 1), moidos
(moedor de carne CAF 5 Inox), homogeneizados em um Gnico pool por tanque e armazenados
em ultra freezer a -80 °C. Posteriormente, cada amostra foi liofilizada, empacotada e enviada
para 0 Departamento de Quimica da Universidade Estadual de Maringd (23°31'7,29"S e
52°2'20,80"W) para anélises de composicao de acidos graxos.

A taxa de crescimento especifico (TCE % = 100 x [(InPeso final — InPeso inicial) /
dias de alimentagdo]); o ganho de peso (GP = peso final — peso inicial); e o fator de condi¢do
alométrico de Fulton (K = Peso/Comprimento®) foram estimados para avaliar o crescimento
dos peixes.

Durante o experimento, as caixas tiveram renovagdo d’agua constante (0,25 L s™) e
foram limpas diariamente. Os peixes foram criados sob fotoperiodo natural e os pardmetros de
qualidade de agua, oxigénio dissolvido (5,23+0,36 mg L), temperatura (27,79+0,21 °C) e pH
(4,90+0,22), foram monitorados diariamente, e mantiveram-se na faixa de conforto para a
espécie (Saint-Paul, 1984; Wood et al., 1998).
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Figura 1. A) Curumim de tambaqui Colossoma macropomum, com 489,6+28,53 g e 28,55+0,30 cm; B) filé
esquerdo, vista da parte externa; C) filé direito, vista da parte interna.

5.3. Analises de composi¢ao proximal e de acidos graxos

As dietas foram analisadas quanto aos teores de umidade, proteina e cinzas, segundo
o0s procedimentos descritos pela AOAC (2005) (Tabela 1).

Os lipideos da farinha de microalga, das dietas e dos filés foram determinados pelo
método de Bligh e Dryer (1959).

Para as andlises de &cidos graxos da farinha de microalga, das dietas (Tabela 2) e dos
filés (Tabela 3), ésteres metilicos de acidos graxos (FAME) foram preparados pelo método de
Santos-Janior et al. (2014). Os ésteres metilicos foram separados por cromatografia de gases
utilizando o gas cromatégrafo Thermo 3300, fixado a um detector por ionizacdo em chama
(FID) e uma coluna capilar (100 m x 0,25 mm i.d. x 0,25 um de cianopropil polisioxano) de
silica fundida (SELECT FAME). Os parametros operacionais foram os seguintes: temperatura
do detector, 240 °C; temperatura do porto do injetor, 230 °C; temperatura da coluna, 165 °C
por 18 min, programada para incrementar 4 °C min™ até os 235 °C, com tempo de retencdo
final de 14,5 min; gés carregador, hidrogénio a 1,2 mL min™; injetor Split a uma proporcao de
1:80. Para identificagdo, os tempos de retencdo dos acidos graxos foram comparados com 0s
ésteres metilicos padrées (Sigma, St. Louis, MO, USA). Os tempos de retencdo e as

porcentagens da area dos picos foram automaticamente computados com auxilio do Software
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Chronquest 5.0. A quantificacdo dos acidos graxos foi realizada em comparagdo ao padréo
interno da Sigma C23:0 (Joseph e Ackman, 1992). O fator de correcdo tedrica do detector por
ionizacdo em chama foi utilizado para calcular a concentracdo de &cidos graxos em mg g™* do
total de lipideos (Visentainer, 2012).

5.4. Andlises dos dados

A homogeneidade inicial do lote por peso total foi afirmada pelo teste de Cochran (P <
0,05). O experimento teve um desenho experimental inteiramente casualizado com esquema
fatorial 2 x 7 (2 dietas e 7 tempos de amostragem) e trés repeticdes. Dados de crescimento e
composicéo lipidica dos peixes foram submetidos ao teste ANOVA de dois fatores e, quando
a interacdo (dieta x tempo de amostragem) foi significativa, foram feitos os desdobramentos e
as médias foram comparadas por teste de Tukey (P < 0,05). Para avaliar o tempo que
maximizou o aumento do DHA, os dados foram avaliados utilizando uma analise de regressdo
ndo linear polinomial de fungdo quadrética y = ax*+bx+c. Para avaliar se houve associagdo
entre 0 DHA e o contetdo de AGPI-CL foi realizado uma correlacao linear de Pearson (P <

0,05). Os dados foram analisados utilizando o Software Statistica 10.0.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. Crescimento dos peixes

No presente estudo, observa-se que em relacdo a TCE (Figura 2), no 15° dia 0s peixes
alimentados com a dieta contendo farinha de microalga apresentaram menor valor
(0,33+0,63%) quando comparados aos peixes alimentados com a dieta controle (1,06+£0,81%)
(P < 0,05). Possivelmente, esse fato esta relacionado com a adaptacdo a mudanca da dieta, ou
seja, inicio da alimentacdo com farinha de microalga que pode ter alterado a palatabilidade da
dieta. Nao obstante, essa diminuicdo inicial na TCE ndo foi suficiente para causar efeito
diferencial nos ganhos de peso dos peixes alimentados com as duas dietas avaliadas (Figura
3). Na sequéncia, observa-se que no 30° dia houve um aumento numérico, mas ndo
significativo, na TCE dos peixes alimentados com a dieta contendo farinha de microalga
(0,73+0,60%), em razdo da adaptacdo a dieta, e possivelmente, ao crescimento compensatorio
e/ou a melhor digestibilidade da fracdo lipidica devido a presenca superior de &cidos graxos
insaturados na dieta com farinha de microalga (Gongalves e Cyrino, 2014). Para ambas as
dietas, as TCE foram similares a partir do 30° dia (P > 0,05).
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Figura 2. Taxa de crescimento especifico (TCE %) de tambaqui Colossoma macropomum, alimentado com
dietas de origem vegetal, ndo suplementadas (CO) e suplementadas com 5% de farinha de microalga (FA) (All-G
Rich™ product/Alltech®), durante 90 dias. As médias representam valores de trés peixes por tanque (9 peixes
por tratamento dieta x tempo de amostragem). Letras diferentes indicam diferencas significativas na interacdo
dieta x tempo de amostragem (P < 0,05) pela ANOVA de dois fatores e teste de Tukey. Barras verticais denotam
intervalos de confianca a 0,95.
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Por sua vez, o ganho de peso foi similar nos peixes no mesmo dia de coleta
independente da dieta (P > 0,05) (Figura 3), obtendo-se peixes com peso médio de
968,56+144,93 g ao finalizar o experimento. Com isso, indica-se que a farinha da microalga
em estudo pode ser incluida em dietas para tambaqui sem detrimento no crescimento dos
peixes. Estes resultados coincidem com a literatura, que relata a inocuidade no desempenho
dos animais quando a farinha e/ou o 6leo derivados de Schizochytrium sp. substituem parcial
ou completamente o 6leo de peixe em dietas para salméo-do-atlantico Salmo salar (Carter et
al., 2003; Miller et al., 2007; Sprague et al., 2015) e pargo Sparus aurata (Ganuza et al.,
2008), ou sdo incluidas em dietas de origem vegetal para o bagre-americano Ictalurus
punctatus (Li et al., 2009).
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Figura 3. Ganho de peso (g) de tambaqui Colossoma macropomum, alimentado com dietas de origem vegetal,
ndo suplementadas (CO) e suplementadas com 5% de farinha de microalga (FA) (All-G Rich™
product/Alltech®), durante 90 dias. As médias representam valores de trés peixes por tanque (9 peixes por
tratamento dieta x tempo de amostragem). A interacdo dieta x tempo de amostragem ndo foi significativa (P >
0,05), assim os fatores foram avaliados separadamente. Letras maitsculas representam diferenca entre as dietas
em cada dia de coleta (P < 0,05). Letras minGsculas representam diferenca entre os tempos de amostragem por
cada tipo de dieta (P < 0,05). Barras verticais denotam intervalos de confianca a 0,95.

Além desses resultados, os valores do fator de condi¢cdo alométrico de Fulton (K)
(Figura 4), que estima a condicdo geral de bem-estar dos peixes em fungdo do peso e
comprimento (Lima-Junior et al., 2002), indicaram que a interacdo dieta X tempo de
amostragem nado foi significativa (P > 0,05). Desta forma, as analises dos fatores

separadamente sugerem que a dieta com farinha de microalga ndo afetou o bem-estar dos
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animais durante o experimento quando comparada com a dieta controle (P > 0,05), fato
evidenciado pela auséncia de mortalidade durante o experimento.
Com isso, afirma-se que dietas de origem vegetal com inclusdo de 5% da farinha de

Schizochytrium sp., ndo afetam o crescimento nem o estado geral de curumins de tambaqui.
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Figura 4. Fator de condicdo alométrico (K) em tambaqui Colossoma macropomum, alimentado com dietas de
origem vegetal, ndo suplementadas (CO) e suplementadas com 5% de farinha de microalga (FA) (All-G Rich™
product/Alltech®), durante 90 dias. As médias representam valores de trés peixes por tanque (9 peixes por
tratamento dieta x tempo de amostragem). A interacdo dieta x tempo de amostragem n&o foi significativa (P >
0,05), assim os fatores foram avaliados separadamente. Letras mailsculas representam diferenca entre as dietas
em cada dia de coleta (P < 0,05). Letras minGsculas representam diferenca entre os tempos de amostragem por
cada tipo de dieta (P < 0,05). Barras verticais denotam intervalos de confianca a 0,95.

6.2. Composicao da fraccao lipidica dos filés

6.2.1. Lipideos totais

A interagdo dieta x tempo de amostragem ndo apresentou efeito diferencial na
composicgdo dos lipideos totais no filé dos peixes (P > 0,05). No entanto, a analise separada
dos fatores permitiu identificar que o conteudo de lipideos totais no filé dos peixes foi similar
no mesmo dia de coleta independente da dieta (P > 0,05), provavelmente em resposta a
formulacdo isocaldrica das dietas (Tabela 1). Entretanto, houve um aumento do contetddo de
lipidios do filé em funcdo do tempo (P < 0,05), passando de 1,26+0,23% (dia 0) para
3,52+0,55% (45° dia) (matéria imida), e se manteve constante a partir do 45° dia (P > 0,05)
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(Figura 5), possivelmente em resposta ao contetdo de carboidratos digestiveis presentes nas
dietas, cujo excesso €é direcionado para ser estocado como glicogénio no figado e
principalmente para a sintese lipidica (Corréa et al., 2007).

Com isso, ao finalizar o experimento o tambaqui foi categorizado como “peixe de
baixo teor de gordura”; pois seu conteudo lipidico encontra-se no intervalo de 2,00 a 4,00%
de gordura corporal na classificacdo descrita por Ackman (1989). Esse resultado é
concordante ao reportado para tambaquis criados em sistema semi-intensivo que apresentaram
2,41% de lipideos totais (Arbeldez-Rojas et al., 2002). No entanto, € diferente ao relatado por
Maia e Rodriguez-Amaya (1992) assim como por Almeida e Franco (2006) para tambaquis
procedentes de piscicultura, que apresentarem contetdo lipidico superior de 6,00 e 4,80%,
respectivamente. Essas diferencas podem estar relacionadas as diferentes condicGes de

manipulacdo, criacdo, idade dos peixes e formulacéo das dietas.
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Figura 5. Conteudo total de lipideos (matéria imida) do filé de tambaqui Colossoma macropomum, alimentado
com dietas ndo suplementadas (CO) e suplementadas com 5% de farinha de microalga (FA) — rica em DHA e
derivada de Schizochytrium sp. (All-G RichTM product/Alltech®), durante 90 dias. Médias representam valores
de trés peixes por tanque (9 peixes por tratamento dietax tempo de amostragem). A interacdo dieta x tempo de
amostragem ndo foi significativa (P > 0,05), assim os fatores foram avaliados separadamente. Letras mailsculas
representam diferenca entre as dietas em cada dia de coleta (P < 0,05). Letras minusculas representam diferenca
entre 0s tempos de amostragem por cada tipo de dieta (P < 0,05). Barras verticais denotam intervalos de
confianca a 0,95.
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6.2.2. Composicao geral dos acidos graxos

Foram identificados trinta (30) &cidos graxos no filé de tambaqui, com predominancia
do grupo dos saturados (AGS), seguido dos monoinsaturados (AGMI), tanto nos peixes
alimentados com a dieta controle, quanto nos que receberam a dieta com farinha de microalga
(Figura 6). Dentre esses grupos, o acido palmitico (16:0), esteéarico (18:0) e oleico (18:1n-9)
foram os de maior predominancia no filé de todos os peixes durante o experimento (Tabela 3).
Esses acidos graxos foram também predominantes em tambaquis procedentes de piscicultura
e alimentados com racfes comerciais (Almeida et al., 2008; Melo-Filho et al., 2013). Do
mesmo modo, foram predominantes em salméo-do-atlantico alimentados com farinha e/ou
6leo de Schizochytrium sp. em substituicdo a farinha e/ou éleo de peixe (Carter et al., 2003;
Miller et al., 2007; Sprague et al., 2015). Contudo, é possivel que o alto conteddo dos acidos
palmitico e estearico, no filé dos peixes procedentes do experimento, seja produto da
composic¢do da dieta, assim como da biossintese lipidica em resposta ao possivel excedente de
carboidratos digestiveis presentes nas racfes; uma vez que 0 excesso de Acetil-CoA
produzido pela hidrolise da glicose € direcionado a sintese lipidica (Sargent et al., 2002;
Tocher, 2003). Entretanto, o alto contetdo de acido oleico no filé dos peixes, provavelmente,
é proveniente tanto da deposicdo a partir da dieta, quanto do processo de dessaturacdo da
cadeia carbonada do &cido estearico, mediado pela enzima estearoil-CoA-A9 dessaturase,
processo comum em peixes (Tocher, 2003).

Por outro lado, em todos os pontos de amostragem, os filés apresentaram conteudo
inferior de &cidos graxos poli-insaturados (AGPI) em relacdo saturados e monoinsaturados
(AGS e AGMI). A interacdo dieta x tempo de amostragem ndo causou efeito diferencial no
conteddo de AGPI no filé dos peixes (P > 0,05). Porém, ao analisar os fatores separadamente,
identificou-se que o conteddo de AGPI diminuiu em funcdo do tempo (P < 0,05), passando de
216,02+24,72 (dia 0) para 129+10,14 mg de AGPI g* do total de lipideos (90° dia)
independente da dieta. Com isso, a dieta contendo 5% de farinha de microalga néo tem efeito
sobre a somatoria de AGPI em relacdo a dieta controle. Porém, a diminui¢cdo dos AGPI em
relacdo ao tempo independente do tratamento é devida, possivelmente, a deplecdo de alguns
tipos de AGPI provenientes da dieta fornecida previamente ao experimento (comercial) e/ou

da utilizacdo desses acidos graxos como fonte de energia.
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Figura 6. Conteldo de &cidos graxos saturados (AGS), monoinsaturados (AGMI) e poli-insaturados (AGPI) (mg
g™ do total de lipideos) no filé tambaqui Colossoma macropomum, alimentado com dietas ndo suplementadas
(CO) e suplementadas com 5% de farinha de microalga (FA) — rica em DHA e derivada de Schizochytrium sp.
(All-G RichTM product/Alltech®), durante 90 dias. Médias representam valores de trés peixes por tanque (9
peixes por tratamento dieta x tempo de amostragem). Barras verticais denotam intervalos de confianca a 0,95.

6.2.3. Acidos graxos poli-insaturados

No presente estudo, foram identificados doze (12) AGPI no filé de todos os peixes
avaliados (Tabela 3) com consideravel incremento nos niveis de AGPI da série n-3 no filé dos
peixes alimentados com a dieta suplementada com a farinha de microalga (Figura 7),
passando de 30,19+6,19 a 4587+1,91 (mg g’ do total de lipideos) no 0 e 90° dia,
respectivamente. Esse incremento esteve diretamente relacionado ao aumento do DHA
(Figura 8), que representou entre 48,82% (dia 0) a 84,15% (90° dia) do contetdo total de
AGPI n-3.
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Figura 7. Contetdo de 4cidos graxos poli-insaturados - AGPI n-3 (mg g* do total de lipideos) no filé¢ de
tambaqui Colossoma macropomum, alimentado com dietas ndo suplementadas (CO) e suplementadas com 5%
de farinha de microalga (FA) — rica em DHA e derivada de Schizochytrium sp. (All-G RichTM
product/Alltech®), durante 90 dias. As médias representam valores de trés peixes por tanque (9 peixes por
tratamento dieta x tempo de amostragem). Letras diferentes indicam diferencas significativas na interagéo dieta
x tempo de amostragem (P < 0,05) pela ANOVA de dois fatores e teste de Tukey. Barras verticais denotam
intervalos de confianga a 0,95.
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Figura 8. Associagéo entre o nivel do acido docosahexaenoico - DHA (mg g™ do total de lipideos) e o total de
4cidos graxos poli-insaturados da série n-3 - AGPI n-3 (mg g™ do total de lipideos) no filé de tambaqui
Colossoma macropomum, alimentado com dieta suplementada com 5% de farinha de microalga (FA) — rica em
DHA e derivada de Schizochytrium sp. (All-G RichTM product/Alltech®), durante 90 dias. Os valores foram
analisados pela correlacdo linear de Pearson.

21



Houve significancia da interacdo dieta x tempo de amostragem (P < 0,05) para o
DHA, com maior conteddo no filé dos peixes alimentados com a dieta suplementada com
farinha de microalga, como reflexo do perfil de acidos graxos da dieta (Figura 9). Esse
incremento foi percebido desde a segunda amostragem (15° dia) passando de 14,74+3,36 (dia
0) para 38,60+3,22 (90° dia) mg de DHA g’ do total de lipideos. Esse resultado é
concordante com outros estudos que avaliaram a substitui¢cdo parcial ou completa da farinha
e/ou 6leo de peixe pela farinha e/ou 6leo da microalga em dietas para o salmdo-do-atlantico
(Carter et al., 2003; Miller et al., 2007). Da mesma forma, o nivel de DHA do filé do bagre-
americano pode ser incrementado utilizando-se dietas de origem vegetal com inclusdo da
farinha da microalga Schizochytrium sp. (0,5 a 2,00% da dieta) (Li et al., 2009). Sendo assim,
estes resultados sdo alentadores, uma vez que o perfil de &cidos graxos de tambaqui
procedentes de pisciculturas de quatro localidades do Estado de Roraima e alimentados com
dietas comerciais ndo apresentaram niveis detectaveis de DHA no filé (Melo-Filho et al.
2013).

Um fator que favoreceu o aumento do teor de DHA ¢é o fato dele ser o &cido graxo de
maior capacidade de retencéo nos tecidos dos peixes, pois ele tende a ser conservado por ser
um substrato relativamente pobre para a -oxidacdo mitocondrial e, consequentemente, para
producdo energética (NRC, 2011). No entanto, ndo esta claro o incremento de DHA no 30°
dia e sua diminui¢do no 45° dia, para novamente aumentar a partir do 60° dia (Figura 9).
Possivelmente, isso se deve a mobilizacdo desse acido graxo para outros tecidos; uma vez
que, o DHA apresenta importantes fungcdes como componentes das membranas celulares do
sistema nervoso (Feller, 2008) e da retina (NRC, 2011).
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Figura 9. Contetdo de acido docosahexaenoico - DHA (mg g™ do total de lipideos) no filé de subadultos de
tambaqui Colossoma macropomum, alimentado com dietas ndo suplementadas (CO) e suplementadas com 5%
de farinha de microalga (FA) — rica em DHA e derivada de Schizochytrium sp. (All-G RichTM
product/Alltech®), durante 90 dias. As médias representam valores de trés peixes por tanque (9 peixes por
tratamento dieta x tempo de amostragem). Letras diferentes indicam diferencas significativas na interagdo dieta
x tempo de amostragem (P < 0,05) pela ANOVA de dois fatores e teste de Tukey. Barras verticais denotam
intervalos de confianca a 0,95.

Os dados do contetdo de DHA no filé dos peixes se enquadram em uma equacgao
quadratica representada por y = -0,0044x+0,6257x+17,5648 para 0s peixes alimentados com
a dieta contendo farinha de microalga. Ao derivar a equacao, indica-se que 71 dias é o periodo
minimo para maximizar o contedtdo de DHA no filé dos peixes que recebem a dieta

suplementada (Figura 10).
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Figure 10. Efeito do tempo de criagdo sobre o contetido de 4cido docosahexaenoico (mg g™ do total de lipideos)
do filé de tambaqui Colossoma macropomum, alimentado com dietas ndo suplementadas (CO) e suplementadas
com 5% de farinha de microalga (FA) — rica em DHA e derivada de Schizochytrium sp. (All-G RichTM
product/Alltech®). O efeito quadrético das curvas é explicado por y= ax*+bx+c, onde: Y = lipideos totais (%);
X= tempo (dias); a, b, ¢ = coeficientes. Os dados foram analisados com P < 0,05 e a nuvem de pontos
representam trés repeti¢fes por tratamento

Adicionalmente, o DHA promoveu o incremento na propor¢ao n-3:n-6 (Figura 11).
Essa relacdo é importante, uma vez que um desequilibrio na propor¢do n-3:n-6 na dieta esta
associado a um risco aumentado de doencas cardiovasculares, processos de inflamagéo
pronunciado e deficiéncia patologicas (Nelson e Cox, 2011). Nesse sentido, a relagdo n-3:n-6
encontrada para filés dos peixes que foram alimentados com a dieta suplementada, foi
superior (a partir do 15 ° dia) a recomendacdo de 0,20, que € a relagdo minima necessaria para
prover os beneficios nutracéuticos conferidos a esses &cidos graxos de acordo com a
Organizacdo Mundial da Saude (Simopoulos, 2008). Por sua vez, os filé dos peixes que foram
alimentados com a dieta controle apresentaram relag0es n-3:n-6 inferiores a 0,20 durante todo

0 experimento.
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Tabela 3. Perfil de 4cidos graxos (mg g™ do total de lipideos) do filé de tambaqui Colossoma macropomum, alimentado com dietas de origem

vegetal, ndo suplementadas e suplementadas com 5% de farinha de microalga derivada de Schizochytrium sp.

Acidos P valor®
graxos
(mggtdo Dieta? Dia 0 Dia 15 Dia 30 Dia 45 Dia 60 Dia 75 Dia 90
total de DxT
lipideos)*
SAGS* co 286,49+13,37"  367,69+20,46®  339,61+3,07°*  368,98+3,59®  278,03+60,91° 348,84+9,27°%  281,26+21,64®
FA 295,30+42,93™  329,32+10,49%%  358,132,27°* 379,05+3,07%  384,46+1,18" 401,28+14,25° 317,44+13,30%
16:00  CO 178,3348,21° 232,59+16,55°°  216,45+1,66% 227,3149,22%°  187,27+52,7° 229,18+8,15™  183,00+24,89°
FA 184,82+30,04° 212,7249,49% 233,50+1,21%° 260,25+0,87°  263,89+2,77" 274,3818,84° 213,91+8,62%
18:00 CO  90,83%4,96% 115,79£3,42®  107,04+2,26°"  125,48+567°  78,51%7,55° 105,67+3,18°®  86,89+2,57% n.s
FA  93,35+12,33"  97,14+0,70™ 103,43£3,53"  99,64+255°  100,48+3,84"  105,01+4,65°° 87,13%6,00%
YAGMI®  CO 263,11+4,86% 357,27+14,43¢ 322,04+14,70%  35211+376%  285,19+28,92%° 353 47+18,99 255,11+45,41° n.s
FA 291,17452,36™  284,08+4,44% 312,64+2,82% 326,90+9,91°  303,18+14,11%  318,09+12,59*¢ 255 99+17,45°%
18:1n-9 CO 198,58+3,83° 290,08+7,81° 260,93+9,52" 290,94+1,87° 237,44%17,44%™  291,42+14,10° 208,82+41,84%
FA 227,23+43,97®  216,07+8,16® 246,95+2,96%° 262,94+4,83  247,19+11,50®° 255374759 208,45+13,45%
SAGPI® co 216,80+30,18"%  22278+10,13"°  191,31+9,40% 184,642,627  179,91£3,02°°  165,64%2,64" 122,60+10,96" n.s n.s
FA 215,25424,80"  213,06+12,86"%  201,95+11,88"®  169,63+7,48"°  164,20+4,69°  174,69+4,68"  135,76+2,67
18:2n-6  CO 138,80+12,83%  150,90+9,02° 135,3745,17% 138,07+1,98%  140,00+4,99% 120,55+2,19% 82,24+4,25%
FA 133,41+27,68"  118,34+3,66™ 105,17+5,66"™ 99,79+4,51™ 94,5545, 72%¢ 94,86+2,52™ 66,98+1,87°
18:3n-6  CO 2,19+0,34" 2,75+0,11° 2,70+0,09° 2,75+0,13° 2,01+0,78" 2,81+0,07° 1,73+0,23*
FA 2,7120,71° 1,94+0,04" 1,72+0,10™ 1,50+0,01* 1,29+0,15% 1,37£0,04% 0,80%0,08°
18:3n-3 CO 8,10+0,66% 10,02+0,52° 8,81+0,50° 9,27+0,19' 6,91+0,52°% 7,25+0,52°% 4,96+0,52%®
FA 8,33+0,57%" 7,14%0,05% 7,07£0,34%¢ 6,57+0,92% 6,89+1,43 5,86+0,42%° 4,77+0,79°
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Continuacao (Tabela 1)

20:4n-6  CO 23,27+6,77 18,18+1,10"® 13,99+1,59" 10,58+0,33" 8,82+1,68"7 10,69+1,53"< 9,97+2,73"< n.s n.s
FA 22,3242,81% 22,1445,05% 19,52+1,074 8,89+1,19"° 7,13+0,87° 8,00+0,23 5,69+0,59"°

20:5n-3 CO 3,051,117 2,25+0,59°% 1,090,047 0,8520,02"° 0,71£0,12"¢ 0,78+0,04"° 0,70£0,11%° n.s n.s
FA 2,72+1,52° 2,98+0,51" 2,56+0,75"% 1,18+0,14"% 1,08+0,03%° 1,40+0,09" 1,06+0,04""

22:6n-3  CO 14,88+4,84° 12,04+1,40%® 8,73+1,44%® 5,80+0,14° 6,32+1,09° 6,39+0,94° 6,12+0,94°
FA 14,74+3,61° 27,98+1,15° 39,18+1,16%" 32,18+2,06% 34,53+0,97% 42,69+2,04 38,60+3,22%

>n-6 co 189,95+22,31"%  196,45+11,27"°  171,18+7,41°%  167,47+2,48"™  164,81+3,70"  150,01+2,21" 109,72+9,924 n.s
FA 185,44+27,91%  172,73+11,20""  151,01+9,26"™ 128,5945,95%°  120,57+4,73*  123,60£3,06°  89,88x1,50*

yn-3 co 28,43+6,39™ 26,33+1,59™ 20,14+2,00® 17,170,36° 15,10+1,04° 15,62+0,60° 12,88+1,14°
FA 30,196,19° 40,33+1,87° 50,94+2,67° 41,04+2,12¢ 43,63+1,61% 51,10+2,39° 45,87+1,91%

IMédias representam valores de trés peixes por tanque (9 peixes por tratamento dietax tempo de amostragem). A presenca de somente letras minGsculas indica que a
interacdo dieta x tempo de amostragem foi significativa (P < 0,05). Quando a interagdo dieta x tempo de amostragem néo foi significativa (P > 0,05), os fatores foram

analisados separadamente, sendo que, letras maiusculas representam diferenca entre as dietas em cada dia de coleta (P < 0,05), enquanto que letras minusculas representam
diferenca entre os tempos de amostragem por cada tipo de dieta (P < 0,05).
2CO = dieta controle; FA = dieta suplementada com 5 % de farinha de microalga da All-G RichTM product/Alltech®.
%p valor procedentes da ANOVA de dois fatores e o teste de Tukey, onde D = dieta, T = tempo (dias), D x T = interagdo dieta x tempo de amostragem, ™" indicam P < 0,05,
n.s = ndo significativo.
*Total de 4cidos graxos saturados, incluidos 12:0, 14:0, 15:0, 17:0, 18:0, 20:0, 21:0 e 24:0.
*Total de 4cidos graxos monoinsaturados, incluidos o 14:1n-7, 15:1n-5, 16:1n-9, 17:1n-9, 18:1n-7 e 20: 1n-9.
®Total de 4cidos graxos poli-insaturados, incluidos o 18:3n-6, 20:2n-6, 20:3n-6, 20:4n-3, 20:4n-6, 22:5n-6 e 22:5n-3.
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Figure 11. Relagdo n-3:n-6 no filé de tambaqui Colossoma macropomum, alimentado com dietas ndo
suplementadas (CO) e suplementadas com 5% de farinha de microalga (FA) — rica em DHA e derivada de
Schizochytrium sp. (All-G RichTM product/Alltech®), durante 90 dias. As médias representam valores de trés
peixes por tanque (9 peixes por tratamento dieta x tempo de amostragem). Letras diferentes indicam diferencas
significativas na interagdo dieta x tempo de amostragem (P < 0,05) pela ANOVA de dois fatores e teste de
Tukey. Barras verticais denotam intervalos de confianga a 0,95.

Por outro lado, em relacdo ao EPA, a interacdo dieta x tempo de amostragem nao
causou efeito diferencial no conteldo de EPA no filé dos peixes (P > 0,05). No entanto, a
andlise dos fatores separadamente permitiu identificar que o conteddo de EPA no filé dos
peixes diminuiu em funcdo do tempo independente da dieta (P < 0,05). Isso pode estar
relacionado aos baixos niveis de EPA nas dietas experimentais que ndo garantiu a deposi¢ao
deste &cido graxo no filé dos peixes, assim como ao baixo contetdo de &cido linolénico nas
dietas (Tabela 2) que néo foi suficiente para promover o alogamento e dessaturacao para EPA
e DHA, como verificado no baixo contetido desses AGPI-CL no mdsculo (Tabela 3). Outra
possivel causa é o alto contetido de acido linoleico quando comparado com o &cido linolénico,
uma vez que os processos de alongamento e dessaturacéo desses acidos graxos sao mediados
pelas mesmas enzimas, que competem entre si e atuam preferencialmente no substrato de
maior disponibilidade (Tocher, 2003; Tocher, 2010; Nelson e Cox, 2011). Nesse sentido, é
verificada uma maior deposicdo de ARA, provavelmente produzido a partir do &cido
linoleico, em relacdo ao EPA no musculo dos peixes avaliados, como possivel resposta a

preferéncia de substrato das enzimas alongase e dessaturase.

27



A Organizacdo Mundial da Saude (WHO, 2015) recomenda o0 consumo minimo de
200 mg de EPA + DHA por dia para humanos, a fim de garantir o efeito nutracéutico na
prevencdo de doencas cardiovasculares, mentais e da retina, além de potencializar a
capacidade cognitiva (Tully et al., 2003; Judge et al., 2007; Swanson et al., 2012). Assim,
com base nos resultados obtidos, observa-se que seria recomendado consumir 231,35+33,37 g
de filé de tambaqui alimentado por 30 dias com dieta vegetal contendo farinha de microalga.
Essa quantidade de file diminuiria se utilizasse peixes alimentados com dietas contendo
farinha de microalga durante 90 dias.

Entretanto, nessas mesmas condicGes seria necessario o consumo entre 995,64+58,05
a 1037,13+70,93 g de filé de tambaqui quando estes sdo alimentados com a dieta controle
para atingir a quantidade 200 mg de EPA + DHA (Figura 12).

Finalmente, com o intuito de melhorar o perfil do DHA e das propor¢fes n-3:n-6 no
filé do tambaqui a ser comercializado, recomenda-se a elaboracdo de dietas especificas para a
fase de terminagéo, com a inclusdo de 5% de farinha de microalga derivada de Schizochytrium
sp. e seu oferecimento aos peixes durante o periodo de 71 dias previamente ao abate. Assim,
0s niveis maximos de DHA nos filés do tambaqui estariam garantidos.
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Figure 12. Consumo de filé de tambaqui Colossoma macropomum (g) necessarios para prover 200 mg de acido
eicosapentaenoico - EPA + acido docosahexaenoico — DHA, os quais foram alimentados com dietas nao
suplementadas (CO) e suplementadas com 5% de farinha de microalga (FA) — rica em DHA e derivada de
Schizochytrium sp. (All-G RichTM product/Alltech®), durante 90 dias. Médias representam valores de trés
peixes por tanque (9 peixes por tratamento dieta x tempo de amostragem). Barras verticais denotam intervalos de
confianca a 0,95.
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7. CONCLUSSAO

A incluséo de farinha de microalga (Shizochytrium sp.) em dietas de origem vegetal
para tambaqui, incrementa os niveis do acido docosahexaenoico no filé, melhora a relagéo
n3:n6, consequentemente aumenta o valor nutracéutico do peixe de criacdo, sem causar
detrimento no crescimento nem no estado geral de bem estar dos mesmos.

Seria recomendado consumir 231,35+33,37 g de filé de tambaqui alimentado por 30
dias com dieta vegetal contendo farinha de microalga para atingir os niveis recomendados
pela Organizacdo Mundial da Saude (200 mg de EPA + DHA por dia).

A elaboracdo de dietas especificas para a fase de terminacdo, com a inclusdo de 5% de
farinha de microalga derivada de Schizochytrium sp. e seu oferecimento aos peixes durante o
periodo de 71 dias previamente ao abate, seria uma estratégia para melhorar o perfil de DHA

no filé dos tambaquis de criacdo e alimentados com dietas de origem vegetal.
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