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1. Laranja como Potencial Antioxidante 

De acordo com o MAPA (2016) 80% da produção brasileira de laranja e 50% da 

produção mundial são destinadas para as indústrias de suco industrializado. O principal 

comprador da bebida brasileira é a União Européia que aumenta, significativamente, o 

percentual de importação anual. A maior parte das importações mundiais, 85%, é 

absorvida por três mercados: Estados Unidos, União Européia e Canadá. Deste 

montante produzido 85% destinaram-se às indústrias processadoras de suco e 15% ao 

mercado in natura. O processamento das frutas para obtenção de sucos e polpas gera 

entre 30 a 40% de resíduos agroindustriais (MARTINS e FARIA, 2002).  

 A utilização eficaz dos resíduos gerados pelas indústrias de processamento é 

crescente, e o principal reflexo desse crescimento é o desenvolvimento de bioprocessos 

objetivando otimizar os substratos para produção de moléculas de alto valor, como 

ácidos orgânicos, proteínas microbianas, enzimas e etanol (PANDEY et al., 1999; 

VILLAS-BÔAS et al., 2002; ROSALES et al., 2005; REDDY, 2007). Pelo potencial 

produtivo da laranja, esta se encontra entre as frutas mais consumidas e produzidas no 

mundo, sendo que a produção pode ultrapassar 80 milhões de toneladas/ano. Devido 

às altas taxas produtivas, o uso dos bioprocessos no processamento dos resíduos pode 

ser alternativa economicamente viável, além de constituir ferramenta interessante para 

minimizar os impactos ambientais decorrentes do acumulo desses resíduos industriais 

na natureza. 

A extração do suco de laranja tem por objetivo separar o suco do restante do 

fruto. Dependendo do equipamento utilizado, os subprodutos são separados em 

diferentes frações. Entre os equipamentos mais utilizados estão os de extração da JBT 

Food Tech® que é considerado referência no desenvolvimento de equipamentos e 

tecnologia para o processamento de alimentos (VIDAL e VIDAL, 2006). O equipamento 

separa subprodutos em três frações, designados como casca, composta pela parte 

interna do epicarpo, núcleo, formado pelo endocarpo no qual encontram-se as sementes 

e as bagas e frit, que por sua vez é o fragmento de casca mais externo do epicarpo que 

no qual possui grande quantidade de glândulas oleaginosas. O equipamento comprime 

a laranja entre os copos; sendo a polpa e o suco retidos no tubo de filtro, enquanto que 

a casca e o frit são, separadamente, dispostos na parte superior, entre o copo e o 

cortador. Tanto o suco quanto a polpa no tubo de filtro são submetidos a pressão, devido 

ao movimento provocado pela entrada de mais material. As partículas maiores são 

descartadas e enviadas para a produção de granulados de polpa cítrica. Após a 

extração, o suco ainda detém celulose e resíduos nucleares que são removidos por 
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equipamentos denominados de acabamentos adicionais. Estes separam a polpa do 

suco por filtração (QUEIROZ e MENEZES, 2005). 

A extração de suco de laranja é um processo mecânico. As fases de 

normalização são efetuadas apenas após a extração, e podem incluir a adição de 

compostos químicos e processos de preservação, tais como pasteurização que utiliza 

alta temperatura (VIDAl e VIDAL, 2006). 

Anatomicamente, a laranja é um fruto hesperídeo, sincárpico, carnudo e 

indeiscente. Suas partes são: epicarpo, que consiste na parte colorida e externa do fruto; 

mesocarpo, composto pela parcela branca e localizado entre o epicarpo e endocarpo, 

composto por botões, no qual as sementes são inseridas (NASCIMENTO, 2008). 

Comparando-se as definições botânicas e industriais de componentes de frutas 

alaranjadas, a fração chamada casca consiste no epicarpo; a fração denominada 

fragmento de casca (frit) (Figura 1) corresponde à parte externa do epicarpo e o núcleo 

consiste no mesocarpo (DELGADO e FLEURI, 2015). 

 

 

 

Os resíduos produzidos dependem do tipo de fruta processada nas 

agroindústrias de sucos e polpas e tem como principais substratos, sementes, bagaço 

e cascas. Todos esses subprodutos possuem em sua composição minerais, fibras, 

vitaminas e compostos antioxidantes importantes para as funções fisiológicas (MATIAS 

et al., 2005). 

Estudos recentes demonstram que a laranja é rica em compostos antioxidantes 

e nutrientes, encontrados em maior concentração nas sementes e cascas (COSTA et 

al., 2000; MELO et al., 2008; ABRAHÃO et al., 2010). Os efeitos benéficos do consumo 

de frutas e hortaliças se associam à presença de substancias antioxidantes como 

Figura 1 – Fragmento de casca (Frit) 
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vitamina C, carotenoides e compostos fenólicos (VASCONCELOS et al., 2006; PIENIZ 

et al., 2009). Esses compostos apresentam propriedades de óxido-redução, os quais 

atuam na inibição e sequestro dos radicais livres (DEGÁSPARI e WASZCZYNSKYJ, 

2004). 

Dentre as frutas, a laranja possui concentração elevada de compostos que 

atuam no sistema antioxidante, tais como ácido ascórbico e compostos fenólicos. Isso 

ocorre, pois os níveis de compostos fenólicos e ácido ascórbico correspondem a 76% 

do total dessa fruta (PELLEGRINI et al., 2007). 

Estudos realizados por Jayaprakasha e Patil (2007) comprovaram que extratos 

de frutas cítricas demonstram compatibilidade nas propriedades antioxidantes naturais 

presentes nas frutas com os antioxidantes comerciais sintéticos. Esses autores 

destacaram ainda que, com alterações na composição de laranjas e tangerinas, podem 

ocorrer também alterações na capacidade antioxidante.  

 

2. Hematologia em Peixes 

O sangue, tecido liquido móvel e do tipo conjuntivo é composto por eritrócitos, 

leucócitos e trombócitos, plaquetas e plasma, que corresponde a matriz celular. Este, é 

composto em sua totalidade de 90% de água e 7% de proteínas, as quais englobam 

globulinas e albumina, responsáveis pela manutenção da pressão oncótica, ou seja, as 

proteínas geram pressão osmótica para atravessar as paredes dos capilares. É 

composto, ainda, por hormônios, enzimas e diferentes eletrólitos (RANZANI-PAIVA, 

2007).  

Fatores ambientais, biológicos e nutricionais podem influenciar a hematopoiese 

em peixes, o que acarreta alterações dos constituintes sanguíneos, porém para cada 

estimulo a que são submetidos ocorrem diferentes respostas hematológicas. Além 

desses fatores existe variação de acordo com a espécie, biologia e ecologia do animal 

(SERIANI e RANZANI-PAIVA, 2012). 

Para estabelecer diagnósticos em peixes, o estudo dos componentes 

sanguíneos é ferramenta eficaz e pode acusar possíveis alterações geradas por 

deficiências nutricionais, acometimento por bactérias ou influência do ambiente 

(RANZANI-PAIVA e SILVA-SOUZA, 2004; AZEVEDO et al., 2006;). Estudos 

demonstraram que a utilização do perfil hematológico reflete as respostas fisiológicas 

dos organismos de forma consistente. Entretanto, a utilização do sangue como 

instrumento de diagnóstico de doenças de peixes requer, inicialmente, o conhecimento 
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dos valores hematológicos normais considerando-se as características de cada espécie 

e do local onde vivem. 

As células mais abundantes na circulação sanguínea são os eritrócitos, que são 

ovais com citoplasma eosinofílico não granular e núcleo oval. Tem como função o 

transporte de oxigênio e gás carbônico, por meio da hemoglobina que se encontra no 

interior das células vermelhas, que quando ligada ao oxigênio gera o complexo 

denominado oxihemoglobina e após oxigenação tecidual esse composto é quebrado e 

ocorre troca pelo gás carbônico tecidual (RANZANI-PAIVA, 2007). Por meio da 

determinação da porcentagem de eritrócitos em relação ao volume total de sangue é 

determinado o hematócrito. Também pelos eritrócitos são avaliados os índices 

hematimétricos como a concentração de hemoglobina corpuscular média (CHCM) e o 

volume corpuscular médio (VCM), parâmetros esses relacionados ao tamanho dos 

eritrócitos (TAVARES-DIAS e MORAES, 2004). 

Sabe-se que em espécies mais ativas, ocorre aumento proporcional na taxa de 

hemoglobina e no número de eritrócitos, entretanto ocorre redução no volume das 

células (LAY e BALDWIN, 1999). Segundo Rambhaskar e Srinivasa-Rao (1987), esse 

aumento na demanda por eritrócitos nos peixes de maior atividade metabólica existe 

devido à necessidade desses animais por maior quantidade de oxigênio para suprir o 

metabolismo.  

O aumento da liberação de catecolaminas nas diferentes fases do estresse pode 

resultar num aumento do número de eritrócitos e no valor do hematócrito, assim como 

nas taxas de hemoglobina, pois a ação exacerbada desse hormônio reflete na captação 

do oxigênio, que resulta na alteração da capacidade de transporte e difusão do oxigênio 

pelo sangue (BARCELLOS et al., 2004; URBINATI e CARNEIRO, 2004; BENDHACK, 

2008; FALCON et al., 2008; BARROS et al., 2009; TEIXEIXA et al., 2012). 

Responsáveis pela defesa do organismo, os leucócitos, utilizam a via sanguínea 

para realizar o combate às infecções. São caracterizados de acordo com sua função de 

defesa no organismo, morfologicamente diferenciados pela presença ou ausência de 

grânulos no seu interior e por sua ação citoquímica (SATAKE et al., 2009).  Os leucócitos 

granulares são representados pelos neutrófilos, eosinófilos e basófilos, já os 

agranulares, pelos monócitos e linfócitos. Segundo Lehmann et al. (1987), os neutrófilos 

dos peixes são células com papel importante de defesa, com ação fagocítica e, devido 

aos grânulos de glicogênio presentes no citoplasma, estão associados ao fornecimento 

de energia para realização da fagocitose. 
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Por sua vez, os monócitos são dotados de poucos pseudópodes, alta quantidade 

de mitocôndrias, vacúolos e complexo de Golgi. Quando ocorre infecção, esse tipo 

celular se desloca de dentro dos vasos sanguíneos periféricos para o foco inflamatório 

e recebe o nome de macrófago. Segundo Tavares-Dias e Moraes (2004), os trombócitos 

possuem função de hemostasia e participam do mecanismo de defesa, com participação 

no processo de coagulação e inflamação, assim como atividade fagocítica nos 

processos de infecção. 

 

3. Estresse em Peixes 

Segundo Barton (2002), a definição do estresse se dá pelo conjunto de respostas 

não especificas dos organismos às situações que tendem a desequilibrar sua 

homeostase, podendo ser considerado o principal fator responsável pelo acometimento 

de doenças e mortalidade na aquicultura (CONTE, 2004). O estresse pode ser 

caracterizado de acordo com as respostas fisiológicas do animal, apresentando-se de 

forma aguda (primária), crônica (secundária) e crônica prolongada (terciária) 

(PICKERING, 1981). 

De acordo com Wedemeyer (1969), a resposta primária está relacionada com a 

liberação de catecolaminas pela ativação do sistema neuroendócrino, e aumento de sua 

concentração mediada pelo eixo hipotálamo-hipófíse-interrenal (HPI), hormônios 

corticoides e liberação dos hormônios adrenocorticotróficos (ACTH). A resposta 

secundária inclui mudanças no sistema fisiológico devido ao aumento da pressão 

sanguínea, aumento da oxigenação e mobilização das reservas energéticas. Por sua 

vez, a resposta crônica prolongada ou também conhecida como terciária envolve o 

organismo animal como um todo podendo comprometer o crescimento, sistema imune 

e reprodução. 

As respostas fisiológicas ligadas ao estresse se baseiam, principalmente, na 

maneira pela qual o animal é submetido a esse estimulo, ou seja, os agentes 

estressores são responsáveis pelo agravamento do estresse. Esses agentes podem ser 

de natureza física, como confinamento ou transporte; natureza química, baixa saturação 

de oxigênio dissolvido, oscilações do pH e contaminantes e estressores de origem 

biológica, como a presença de predadores (BARTON, 1997). 

A oscilação térmica representa um dos fatores estressantes que pode acometer 

diariamente a produção de peixes. Com aumento da temperatura da água e, 

consequente, diminuição de oxigênio dissolvido ocorrem estímulos nos processos 



7 
 

metabólicos dos peixes exigindo consumo elevado de oxigênio por esses animais, com 

maior produção de espécies reativas ao oxigênio (EROs), o que gera acúmulo de 

produtos secundários da metabolização do oxigênio, podendo resultar em estresse 

oxidativo (PARIHAR e DUBEY, 1995).     

 A diminuição da saturação de oxigênio dissolvido na água induz os peixes ao 

estresse oxidativo. Peixes submetidos à hipóxia apresentaram aumento da atividade 

das enzimas superóxido dismutase e catalase no fígado (LUSHCHAK et al., 2001). 

Resultado este, segundo os autores, devido à preparação ao estresse oxidativo, pois 

quando esses animais são expostos a baixos níveis de oxigênio dissolvido têm a 

capacidade de elevar o potencial antioxidante, a fim de evitar danos oxidativos 

(OEHLERS et al., 2007). 

 O estresse oxidativo oriundo de hipóxia se dá devido ao aumento da capacidade 

redutora da cadeira respiratória, associado ao acúmulo de cofatores com forte potencial 

redutor nas células, podendo elevar a síntese de moléculas de ânion superóxido (O2
-) 

pela cadeia transportadora de elétrons (FREEMAN e CRAPO, 1982). Resultados 

encontrados por Kramer e Pearlstein (1983) demonstraram que abaixa concentração de 

oxigênio provoca mudanças reversíveis na fosforilação oxidativa durante a síntese de 

ATP. 

 Além do estresse oxidativo, a baixa saturação do oxigênio e a alta temperatura 

acarretam em alterações no perfil hematológico. Foi demonstrado em estudos 

anteriores que peixes submetidos ao estresse térmico apresentaram aumento da taxa 

de hemoglobina, provavelmente como tentativa em manter a oxigenação dos tecidos a 

(TEIXEIRA et al., 2012; DAMASCENO et al., 2016). Determinaram, ainda, aumento 

significativo nos níveis plasmáticos de albumina e relação albumina:globulina, visando 

a manutenção da homeostase. 

 Sob condições de estresse térmico, peixes podem apresentar diminuição na 

contagem de neutrófilos, como demonstrado por TEIXEIRA et al., (2012). Esta condição 

ocorre, pois, a temperatura da água é um dos principais fatores estressantes para os 

peixes, e assim proporciona maior suscetibilidade a patógenos (FALCON et al., 2007). 
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4. Sistema Antioxidante 

Segundo Degáspari e Waszczynskyj (2004), antioxidantes são compostos com 

capacidade de retardar ou inibir a oxidação de diferentes grupos celulares com intuito 

de desencadear reações de oxidação em cadeia. Devido ao metabolismo oxidativo ter 

como função a produção de energia necessária para as atividades celulares essenciais, 

nas células vivas o metabolismo do oxigênio gera como produto de reação os 

denominados radicais livres, que por sua vez, são resultados do metabolismo normal, e 

que se não forem controlados, podem provocar danos as células (ABATE et al., 1990; 

ARCHER et al., 1994).  

Nos animais aquáticos as ações dos antioxidantes compreendem compostos de 

baixo e alto peso molecular (LIVINGSTONE, 2001). O primeiro grupo tem em sua 

estrutura, compostos solúveis em água: glutationa reduzida, ácido ascórbico (vitamina 

C), e também por carotenóides, retinol (vitmina A) e tocoferol (vitamina E), que por sua 

vez são lipossolúveis. Todos participam do sequestro de radicais livres e também atuam 

como cofatores, como por exemplo das enzimas glutationa peroxidase ou glutationa-S-

transferase, que são dependentes de glutationa. Outro grupo antioxidante possui alto 

peso molecular e consiste em proteínas específicas ou não específicas. As especificas 

incluem enzimas antioxidantes: superóxido dismutase, catalase, glutationa peroxidase 

(Figura 2), já as não específicas, são representadas por proteínas com íons de metais 

de transição (ferros e cobre), tais como metalotioneinas e ferritina. 
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Para o ótimo funcionamento do sistema aeróbico, o equilíbrio entre a produção 

de EROs e a quantidade removida pelo sistema antioxidante é essencial. A produção 

de antioxidantes normalmente corresponde às necessidades de organismos e está 

sujeito a regulação ativa, sendo que o nível de antioxidantes no organismo está 

relacionado a diferentes fatores, tais como absorção, síntese, transporte, 

metabolização, inativação e excreção. Carotenóides, tocoferol, ácido ascórbico entre 

outros compostos são obtidos pelos animais aquáticos na ingestão de dietas 

balanceadas, já o grupo de alto peso molecular, o animal possui a capacidade de 

sintetizar (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999). 

O sistema antioxidante existente nas células, enzimático ou não enzimático, age 

na remoção do excesso das EROs antes do acometimento de lesão (FERREIRA e 

MATSUBARA, 1997; HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999). As enzimas antioxidantes 

são importantes para a contenção da toxicidade do oxigênio, pois entram em ação 

quando se esgotam as reservas de suplementos de compostos antioxidantes (AHMAD, 

1995).  

Em peixes, os estudos sobre as defesas antioxidantes são recentes, com 

análises comparativas relacionadas aos níveis de atividade das enzimas antioxidantes 

em diferentes tecidos (MATKOVICS et al., 1977; SMITH e SHRIFT, 1979; AKSNES e 

NJAA, 1981; MORRIS e ALBRIGHT, 1984; WITAS et al., 1984; CASSINI et al., 1993; 

WILHELM FILHO e BOVERIS, 1993). A maioria das pesquisas relacionadas ao sistema 

antioxidante tem avaliado peixes que sofreram algum tipo de intoxicação por agentes 

Figura 1 - Ação das enzimas do sistema antioxidante (Fortuño et al., 2005). 



10 
 

químicos na água sendo, portanto, os animais aquáticos caracterizados como 

bioindicadores de poluentes (DIGIULIO et al., 1989; WINSTON, 1991; BAINY et al., 

1996). Em vista disso, existe a necessidade de pesquisas relacionadas ao estudo da 

atividade das enzimas do sistema antioxidante relacionadas à aditivos na ração como 

forma de melhorar as repostas fisiológicas ao estresse imposto pela intensificação da 

produção animal. 

 

4.1 Superóxido dismutase (EC 1.15.1.1) 

Após metabolização do oxigênio molecular é gerado o radical superóxido (O2
-) 

pela adição de um elétron, sendo altamente reativo, possui capacidade de atravessar a 

parede da membrana lipídica. Além dessa ação tóxica esse radical possui outra ação 

deletéria, sendo responsável pela geração do radical hidroxil, composto que tem maior 

reatividade química (FRIDOVICH, 1978, 1986). 

 

O2
- + O2

- + 2H → H2O2 + O2 (NORDBERG e ARNER, 2001) 

 

A formação do superóxido ocorre espontaneamente, principalmente no ambiente 

aeróbico, no qual contem elétrons entre a membrana mitocondrial interna com a cadeia 

respiratória. Esse radical também é gerado endogenamente por enzimas: xantina 

oxidase, ciclo-oxigenase e lipoxigenase (MCCORD e FRIDOVICH, 1969). O complexo 

enzimático NADPH-oxidase é importante devido à produção deliberada de superóxido. 

Duas moléculas de O2
– devem ser metabolizadas a peróxido de hidrogênio e oxigênio 

molecular, sendo essa reação acelerada pela superóxido dismutase (SOD) (YOST e 

FRIDOVICH, 1973). 

Na tentativa de combater a oxidação lipídica da membrana eritrocitária, essa 

enzima é presente em eucariotos em duas isoformas dependentes de metal, Mn-SOD 

agindo na mitocôndria, e a forma dimérica Cu/Zn-SOD no citosol celular. A reação 

catalítica da superóxido dismutase é limitada apenas pela difusão do radical livre 

(WEISIGER e FRIDOVICH, 1973). 
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4.2. Catalase (EC 1.11.1.6) 

Como componente enzimático de defesa antioxidante, a catalase desempenha 

papel em duas funções importantes: dissociação do peróxido de hidrogênio (H2O2) em 

água e oxigênio molecular (H2O + O2) e, a oxidação de compostos hidrogenados, como 

metanol, etanol, ácido fórmico e fenóis (AEBI, 1984). A catalase é encontrada nos 

peroxissomos, que são organelas esféricas envoltas por uma membrana vesicular, 

presentes nos animais e vegetais, maneira pela qual a célula se defende das EROs, 

pois no interior dessas células encontram-se altas quantidades dessa enzima 

(KIRKMAN et al., 1999).  

 

H2O2 + H2O2 → 2H2O + O2 (NORDBERG E ARNER, 2001) 

 

Esta enzima é encontrada em todos os tecidos dos animais, mas principalmente 

no fígado e sangue de animais superiores, entretanto em peixes a catalase não teve 

sua ação constatada em eritrócitos de algumas espécies (RABIE et al., 1972; SMITH, 

1976; WILHELM FILHO e MARCON, 1996). 

 

4.3 Glutationa Peroxidase (EC 1.11.1.9) 

Glutationa, um tripeptídeo existente nos organismos na forma reduzida (GSH) e 

oxidada (GSSG), pode atuar direta ou indiretamente em diferentes processos biológicos 

importantes, tais como a síntese de proteínas e proteção celular (URSINI et al., 1995). 

Anomalias no metabolismo e síntese da glutationa estão associados a doenças 

relacionadas ao estresse oxidativo (DE HAAN et al., 1998).  

Membranas celulares e intracelulares são alvos dos radicais livres por possuírem 

quantidades elevadas de ácidos graxos polinsaturados. Danos causados em 

recorrência desse ataque as células ocorrem devido a oxidação dos fosfolipideos e 

proteínas das membranas celulares (BJÖRNSTEDT et al., 1994).  Assim, o sistema de 

defesa enzimático é importante na redução de radicais livres presentes no organismo, 

sendo a glutationa peroxidase uma das enzimas relacionadas (EPP et al., 1983).  

Descrita por Mills (1957), é um dos meios de controle do organismo no combate 

aos elevados níveis de peróxido de hidrogênio e hidroperóxidos lipídicos, oriundos dos 

ataques a membrana pelas EROs (KELNER et al., 1990). Essa enzima e suas isoformas 



12 
 

estão relacionadas à redução do H2O2 em água utilizando a glutationa como substrato e 

os hidoperóxidos lipídicos em álcoois (HO et al., 1997).  A manutenção da glutationa 

reduzida (GSH) é realizada pela atividade da enzima glutationa redutase, a qual utiliza 

equivalentes redutores do NADPH para manter a glutationa na forma reduzida, como 

substrato para a glutationa peroxidase (AMSTRONG, 1997).  

 

2GSH + H2O2 → GSSG + H2O (NORDBERG e ARNER, 2001) 

 

 Com base nessas informações, o estudo propõe avaliar a suplementação 

dietética do frit de laranja sobre os parâmetros de desempenho produtivo, bioquímicos 

e hematológicos que possam garantir a saúde da tilápia-do-Nilo, tanto em condições 

normais como submetidas ao estresse térmico. 

 

Capítulo II: “Dietary orange frit on antioxidant capacity and hematological profile of Nile 

tilapia subjected to heat-induced stress” foi redigido de acordo com as normas do 

periódico Aquaculture (impact fator 1.893). 
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Dietary orange frit on antioxidant capacity and hematological profile of Nile tilapia subjected to 

heat-induced stress 

ABSTRACT The antioxidant capacity of dietary orange frit (OF) on growth, hematological 

profile and antioxidant enzymes activity of Nile tilapia subjected to heat-induced stress (HIS) was 

analyzed. A group of 440 male Nile tilapia (31.7g ± 0.34) was randomly distributed in 40 250-L 

aquaria (11 fish/tank) and fed five practical diets with graded levels of OF at 0, 0.2, 0.4, 0.6 and 

0.8% OF orange frit kg-1 diet for 70 days. The diets were formulated to contain 26% digestible 

protein and 14.24 MJ digestible energy kg-1. After the feeding period, growth performance, 

hematological profile and antioxidant enzymes activity were determined. Then, fish were 

subjected to HIS (32°C) for three days and the same hematological profile and antioxidant 

enzymes activity were determined. There was no statistical difference for growth performance 

among treatments. Fish fed 0 OF diet showed lower hematological profile after HIS (P < 0.05). 

Fish fed 0.6OF presented lower hematocrit and fed 0.8 OF lower hemoglobin and hematocrit after 

HIS. Fish fed 0.4 OF showed the lowest mean corpuscular volume (MCV) and the highest mean 

corpuscular hemoglobin concentration (MCHC) comparing the vales before and after HIS. 

Dietary orange frit determined different activities (P < 0.05) for catalase before HIS. Fish fed 0 

OF diet showed the highest activity and 0.2 OF the lowest. After HIS fish fed 0 OF and 0.2 OF 

showed the lowest activity and 0.6 OF the highest (P < 0.05). A comparison of the values before 

and after HIS showed the highest values after stress. The highest activity for glutathione 

peroxidase, before HIS, was observed for fish fed 0 OF and the lowest for 0.2 and 0.4 OF (P < 

0.05). After HIS the highest activity was determined for fish fed 0.6 OF and the lowest for fish 

fed 0.8 OF (P < 0.05). Dietary OF determined the highest enzymes activity when comparing 

values before and after stress. In sum, based on hematological profile and some antioxidant 

enzymes activities the dietary supplementation of 0.8 % of orange frit contributed to Nile tilapia 

maintain erythropoiesis and antioxidant capacity under heat-induced stress. 

 

 

Keywords: antioxidant system, orange byproduct, orange peel fragment, Oreochromis Niloticus, 

temperature stress 

 

Highlights: 

 The activity of some Nile tilapia antioxidant enzymes were positively affected by dietary 

orange frit under stress. 

 Dietary orange frit supports Nile tilapia maintain erythropoiesis under heat-induced stress. 
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 Dietary orange frit levels did not influence Nile tilapia growth.  

Statement of relevance: 

The confirmation of the antioxidant potential of orange frit will help improve formulations of 

functional diets for Nile tilapia. 

 

 

1. Introduction 

Over the past decades, the aquafeed industry has been focusing on the development of 

functional diets, which aim to improve not only fish growth, but also health condition and disease 

resistance. The economic losses caused by pathological agents has incited the researchers to find 

alternatives to antibiotics, whose use has been restricted in many countries (Tort, 2011; Kiron, 

2012; Oliva-Teles, 2012; Barros et al., 2014; Vallejos-Vidal et al., 2016). Among many feedstuffs 

that may present functional properties, fruits and herbs, as well as their byproducts, have been 

shown as interesting alternatives due to their wide spectrum of biological activity (Cristani et al., 

2007; Chakraborty and Hancz, 2011; Vaseeharan and Thaya, 2014). Additionally, the most 

important benefit of natural products use into fish diets is that neither do they cause any residues 

on the final products nor is there any negative effect on fish health or on human and environment 

(Baba et al., 2016). 

Recent studies have shown that citrus, such as orange, lemon and their essential oils 

presents functional properties (Acar et al., 2015; Baba et al., 2016). According to literature, the 

orange oil (Citrus sinensis) comprises approximately 200 chemical components, such as terpene, 

monoterpene and phenolic compounds (Moufida and Marzouk, 2003; Flamini et al., 2007). 

Aiming to improve fish resistance, citrus essential oils have been tested. Acar et al. (2015) 

determined a positive effect of 0.1% dietary sweet orange peel essential oil (Citrus sinensis) on 

growth and disease resistance of Oreochromis mossambicus challenged with Streptococcus iniae. 

Working with the same fish species Baba et al. (2016) determined that the supplementation of 

0.5% of Citrus lemon peels essential oil showed a positive effect on hematological and serum 

biochemical parameters, and on disease resistance against Edwardsiella tarda. Ngugi et al. (2016) 

evaluating Citrus limon peel essential oil on Labeo victorianus fingerlings challenged with 

Aeromonas hydrophila determined that 5% of dietary essential oil supplementation significantly 

improved biochemical, hematological and immunological responses. Shiu et al. (2016) 

demonstrated that 5% of Citrus depressa Hayata leaf meal dietary inclusion positively affected 
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immune response and disease resistance against Aeromonas hydrophila in juvenile barramundi 

without impairing growth. 

As presented, in most instances, researches have focused on citrus essential oil, therefore 

few studies has emphasized on other byproducts, such as leaf meal, fresh pulp and peel fragment. 

According to Delgado and Fleuri (2015) as a byproduct of orange juice processing, peel fragment 

or frit corresponds to the outer part of the epicarp, where the oil storage glands are located. Thus, 

epicarp presents a high concentration of carotenoids, limonene, phenolic compounds, and 

particularly flavonoids, which possess antioxidant properties (Morel et al., 1994). 

Brazil is the biggest orange producer worldwide with forecast of 14.4 million tons for 

2015/2016 harvest (USDA, 2016). According to MAPA (2015/2016) around 50% of worldwide 

and 80% of the Brazilian orange production result in industrialized orange juice, thus leading to 

a considerable quantity of solid and liquid residue. Therefore, there is a growing interest in 

efficient usage of agro-industrial residues. Several processes have been developed based on these 

materials as substrates in bioprocesses, whose use may help solve environmental problems, which 

are otherwise caused by their disposal (Reddy et al., 2002). 

Therefore, the putative antioxidant capacity of orange frit (OF) was assessed aiming to 

improve Nile tilapia resistance under stress inherent to commercial fish production. First, Nile 

tilapia juveniles were fed dietary graded levels of orange frit and growth performance was 

evaluated. Then, hematological profile and some antioxidant enzymes activity were determined 

before and after fish were subjected to heat-induced stress. 

 

2. Material and Methods 

 This research comprised two phases. In Phase I (70 days) fish were fed experimental diets 

containing different levels of orange frit (OF), in order to nutritionally prepare them to cope with 

stress. Growth performance was evaluated. In Phase II fish were submitted to heat-induced stress 

(HIS) for three days. Hematological profile and antioxidant enzyme activity were evaluated. The 

values before and after HIS were compared to better understand the putative nutritional effect of 

orange frit on Nile tilapia (Oreochromis Niloticus) health. 
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2.1. Experimental diet (Phase I and II) 

Five practical diets were prepared with graded levels of orange frit supplementation at 0 

(0 OF, basal diet), 0.2% (0.2 OF), 0.4% (0.4 OF), 0.6% (0.6 OF) and 0.8% of OF diet (0.8 OF) 

(Table 1). These diets were formulated to contain 26% digestible protein and 14.24 MJ digestible 

energy kg-1 (NRC, 2011). Diets were mechanically mixed with water (25% of dry weight) in a 

KitchenAid multi-functional mixer (Ação Científica®, Piracicaba, SP, Brazil) and extruded at 

90ºC in a single-screw laboratory extruder (Esteec, Ribeirão Preto, SP, Brazil). After, the diets 

were air dried overnight and stored at 5ºC until further use. The chemical composition of the 

experimental diets and the orange frit were analyzed according to AOAC protocols (2000). The 

orange frit of sweet orange (Citrus sinensis (l.) osbeck) was obtained from JBTech Food® 

(Araraquara, SP, Brazil). At our laboratory, it was air-dried, ground and stored at 5°C until further 

use. 

 

2.2 Feeding trial (Phase I) 

A group of 440 male Nile tilapia fingerlings was obtained of commercial fish farm 

(Carlópolis, PR, Brazil), and transferred to AquaNutri Laboratory facilities (FMVZ, Botucatu, 

SP, Brazil). Fish were fed the basal diet with no OF for one week before starting the feeding 

period. 

The experimental design was completely randomized and consisted of five treatments and 

eight replicates. Fish were fed until apparent satiation four times daily, and the feeding intake was 

evaluated weekly. A 70-day feeding trial was undertaken, and the growth performance was 

analyzed according to the levels of orange frit. Groups of 11 fish/tank with initial body weight of 

31.7g ± 0.34 (mean ± SD) were randomly distributed in 40 250 L aquaria, being each aquarium 

considered an experimental unit. Aquaria were supplied with 6 L min-1 dechlorinated tap water 

passing through a biological filter to reduce impurities and ammonia concentration. Water 

temperature was heater-controlled and kept at 25 ± 0.7ºC, the dissolved oxygen level was 7.4 ± 

0.33%, the total ammonia level was 0.02 ± 0.044 ppm, and the pH was 6.1 ± 0.21. The water 

quality parameters were monitored using an YSU 556® multi-probe system (YSI Environmental, 

Yellow Springs, OH, USA) once a week. The ammonia concentration was determined using a 

commercial test kit (Alcon®, Camboriú, SC, Brazil). Once a week the tanks were cleaned with 

10% of water exchange. The photoperiod was maintained at a 12:12 h light:dark schedule. 

After the feeding period, the following growth performance parameters were calculated: 

Initial Body Weight (IBW) = g/fish 
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Final Body Weight (FBW) = g/fish 

 

Weight Gain (WG) = FBW(g) – IBW (g) 

 

Feed Intake (FI) = (g/fish) 

 

Survival Rate (SUR) = (%) 

 

Feed Conversion Rate (FCR) = FI/WG (feed:gain) 

 

2.3. Stress and analysis (Phase I and II) 

After 70 days of feeding, blood was collected from six anesthetized fish per treatment 

(benzocaine, 67 mg L-1) in different aquaria to determine the hematological profile. After, a 

different group of fish, six per treatment, was anesthetized (benzocaine, 67 mg L-1) and liver was 

collected to analyze the activity of antioxidant enzymes. These data were obtained before the fish 

were stressed. After three days of HIS (Teixeira et al., 2012; Damasceno et al., 2016), the same 

hematological profile and the antioxidant enzyme activity were also determined, but in different 

fish groups (six fish/treatment). The data obtained before and after HIS were compared, in order 

to analyze the ability of fish to cope with the stress. 

 

2.4. Hematological assay (Phase I and II) 

After fish were randomly collected and anesthetized with benzocaine solution                   

(67 mg L-1), blood was collected from the caudal vein using a tuberculin syringe rinsed with 

anticoagulant (3% EDTA, Vtec, Química Fina Ltda, Duque de Caxias, RJ, Brazil) for 

determination of red blood cell (RBC), hemoglobin (Hb), hematocrit (Ht), leukocyte (Leuk), total 

plasma protein (TPP) and albumin (ALB). Red blood cell (RBC) was determined by dilution and 

enumeration using hemocytometer. The hemoglobin was determined by the 

cyanometalhemoglobin colorimetric method using a commercial kit (Gold Analisa Diagnóstica, 

Belo Horizonte. MG, Brazil) according to Collier (1944). The hematocrit percentage was 

determined using the microhematocrit method described by Goldenfarb et al. (1971). The mean 

corpuscular volume [MCV = (Ht x 10) / erythrocytes] and the mean corpuscular hemoglobin 

concentration [MCHC = (Hb x 100) / Ht] were calculated according to Wintrobe (1934).  
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The leukocyte differentiation was performed in a blood extension stained with May-

Grünwald-Giemsa-Wright according to Jain (1986). Differential counting was performed under 

a microscope at x100 in immersion oil. Two hundred cells was counted to stablish the percentage 

of each cellular component. 

The total plasma protein (TPP) was measured using a manual Goldberg refractometer by 

breaking the microhematocrit capillary just above the leucocyte layer after the hematocrit reading. 

The albumin concentration (ALB) was determined by the bromocresol method using the 

commercial kit Labtest Diagnóstica S.A. (Lagoa Santa, Minas Gerais, Brazil) for colorimetric 

determination. The albumin:globulin ratio (A/G) was determined using albumin and total plasma 

protein values (Globulin = TPP – ALB; A/G = ALB/Globulin). 

 

2.5. Antioxidant enzyme activity (Phase I and II) 

Liver samples of fish obtained before and after HIS were used for antioxidant enzyme 

analyzes. Fish were killed by a lethal dose of benzocaine solution (300 mg L-1). Liver samples 

were collected, immediately immersed in liquid nitrogen and stored frozen at - 80°C until enzyme 

assay. Then, one gram of liver samples were homogenized in 5 ml of 0.05 M phosphate buffer 

(pH 7.0). The homogenate was centrifuged at 5000 rpm for 20 minutes at 4°C. Supernatant was 

used for enzyme activity and protein content assays. Total soluble protein content of the enzyme 

extract were determined according Bradford (1976). 

Superoxide dismutase (SOD; EC 1.15.1.1) activity was assayed according to the method 

of Beuchamp and Fridovich (1971), which measures one unit of SOD required to inhibite 50% of 

nitroblue tetrazolium (NBT). The reaction contained 1.0 mL of NBT 33 µmol L-1 , 50 mM sodium 

phosphate buffer pH 7.8, 0.25 mL of riboflavin 0.0033 mmol L-1, 0.25 mL of methionine 10 mmol 

L-1, 0.5 mL o EDTA 0.66 mmol L-1 and 50 µL of liver sample. Total protein content was 

determined according to Bradford (1976). The inhibition of (NBT) was measured 

spectrophotometrically (Abs) at 560 n. 

Catalase (CAT; EC 1.11.1.6) activity was assayed according to the method of Sinha 

(1972), by which dichromate in acetic acid is reduced to chromic acetate in the presence of H2O2 

when heated, forming perchromic acid as an unstable intermediate. The reaction mixture 

contained 100 µL of liver samples, 500 µL of peroxide hydrogen, and after the reaction 

dichromate/acetic acid reagent (3:1) was used. The absorbance reading was performed in 

spectrophotometer at 610 nm. The results expressed as U/mgpt. 

Glutathione peroxidase (GPx; EC 1.11.1.9) activity was assayed according to the method 

of Flohé and Güzler (1984). Oxidized glutathione formed during the GPx reaction is immediately 

and continuously reduced by the excess activity of glutathione reductase providing a constant 
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level of glutathione (GSH). The concomitant NADPH oxidation can be monitored in a 

spectrophotometer. The reaction contained 300 µL of phosphate buffer pH 7.4 0.1 M, 200 µL of 

2mM GSH, 300 µL of liver samples. The reaction was stopped by the addition of 500 µL of 

tricloroacetic acid (5%). Then, the reaction was centrifuged at 1500 rpm for 5 minutes and the 

supernatant was collected. For each 100 µL of supernatant were added 200 µL of phosphate buffer 

0.1 M pH 7.4 and 700 µL of DTNB (0.4 mg/mL). The absorbance reading was performed in 

spectrophotometer at 320 nm. The results expressed as U/mgpt. 

 

2.6. Heat-induced stress (HIS) (Phase II) 

After fish were collected for hematological profile and antioxidant enzyme activity 

analysis, the remaining fish were transferred to the challenge room. The experimental challenge 

room contained 30 40 L-plastic aquaria with filter and aeration, as well as a heating system to 

increase the water temperature. Sixty fish were randomly distributed at two fish per tank, and 

submitted to heat-induced stress by the gradual increase of the water temperature from 25 to 32°C 

for three days. At the end of HIS, the same initial hematological profile and antioxidant enzyme 

activity of six fish per treatment were evaluated. The fish were fed the same experimental diet as 

in feeding trial (Phase I). Hourly, the temperature and dissolved oxygen concentration were 

monitored using a YSI 556® multi-probe system (YSI Environmental, Yellow Springs, OH, 

USA). 

 

2.7. Statistical analysis 

The variance analysis was used to evaluate the growth performance (P < 0.05) using the 

Tukey analysis of multiples comparisons. The antioxidant enzyme activity and hematological 

parameters were evaluated by a non-parametric test (Kruskal-Wallis) and complemented with 

Mann-Whitney test (P < 0.05). The statistical analyses were performed using Minitab® 16.1.1.0 

(Minitab Inc. 2010). 

2.8. Ethics statement 

 All experimental procedures were approved by the Animal Ethics Committee of the 

Veterinary and Animal Science College, São Paulo State University (protocol 113/2015 – 

CEUA). 
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3. Results 

 

3.1. Phase 1 

There was no statistical difference (P > 0.05) for the parameters of final body weight, 

weight gain, feed intake, feed conversion rate and survival among treatments (Table 2). 

 

 3.2. Phase 2 

 There was no statistical difference among treatments neither before nor after heat-induced 

stress (P > 0.05). Fish fed 0 OF diet showed lower RBC, Hb, Hct after HIS (P < 0.05) (Table 3). 

Fish fed 0.6 OF presented lower Htc and fed 0.8 OF lower Hb and Hct after HIS. As to 

hematimetric indices, fish fed 0.4 OF showed the lowest MCV and the highest MCHC comparing 

the vales before and after HIS. There was no statistical difference for TPP among treatments; 

however, there was difference (P < 0.05) for Alb comparing values before and after HIS for fish 

fed 0; 0.4; 0.6 and 0.8 OF treatments. Fish fed 0 OF showed the lowest values for A:G ratio  (P < 

0.05) (Table 4). 

 Fish fed 0.6 OF diet showed the highest values for lymphocytes (Lynf) before HIS (P < 

0.05). After HIS fish fed 0.8 OF showed the highest neutrophils (Neutr) and monocytes (Mon) 

count. Fish fed diets with 0.8 OF presented the highest count for Mon when comparing values 

before and after HIS (Table 5). 

 Dietary orange frit determined different activities (P < 0.05) for CAT before HIS. Fish 

fed 0 OF diet showed the highest activity and 0.2 OF the lowest. After HIS fish fed 0 OF and 0.2 

OF showed the lowest activity and 0.6 OF the highest (P < 0.05). A comparison of the values 

before and after HIS showed the highest values after stress. 

 As to GPx the highest value, before HIS, was observed for fish fed 0 OF and the lowest 

for 0.2 and 0.4 OF (P < 0.05). After HIS the highest activity was determined for fish fed 0.6 OF 

and the lowest for fish fed 0.8OF (P < 0.05). Fish fed diets supplemented with OF presented the 

highest activity when comparing values before and after stress. 

 

4. Discussion 

O oxigênio no seu estado molecular é essencial para diferentes processos metabólicos e 

fundamental para vida, porém, a dependência do seu consumo o torna tóxico (Ahmad, 1995), 

principalmente, pelo risco do estresse oxidativo (Davies, 2000). Em função da intensificação dos 
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sistemas de produção, peixes são submetidos a diferentes tipos de estresses, os quais podem 

determinar aumento de respostas fisiológicas, com maior demanda aos sistemas imune (Tort, 

2011) e antioxidante (Winston and Di Giulio, 1991; Machado et al., 2014). Dentre os agentes 

estressores, a temperatura pode agir alterando a taxa metabólica (Wedemeyer and Wydoski, 2008) 

sendo que, em altas temperaturas ocorre não só o aumento do metabolismo (Lagerspetz, 1974), 

mas também a diminuição da capacidade de saturação do oxigênio dissolvido (Boyd, 1996) 

podendo gerar espécies reativas do oxigênio, o que põe em risco a integridade de membranas 

celulares (Winston and Di Giulio, 1991). Desta forma, a inclusão de frit de laranja foi testada 

visando melhora da capacidade do sistema antioxidante da tilápia-do-Nilo sob condições de 

estresse térmico. 

No presente estudo, a inclusão do frit de laranja não teve influência no desempenho 

produtivo. Diferentemente, em estudo realizado com inclusão de óleo de laranja em dietas para 

tilápia-do-Nilo foi relatado aumento do ganho de peso e melhora na conversão alimentar de peixes 

alimentados com a dieta que continha 0.1% de óleo de laranja em comparação à inclusão de 0.3 

e 0.5 % (Acar et al., 2015). Segundo os autores, isso se deve a sua ação direta ou indireta na 

microbiota intestinal (MacLennan et al., 2002), como aumento das vilosidades intestinais e 

aumento da síntese de células caliciformes, o que pode ter favorecido o crescimento dos peixes. 

A forma de inclusão do produto nas dietas pode ter determinado diferenças nos resultados entre 

pesquisas, uma vez que neste estudo o frit de laranja foi incorporado na ração na forma de farinha, 

o que provavelmente resultou em menor quantidade de compostos responsáveis pela melhora do 

crescimento, tais como terpenos, em relação à inclusão do óleo de laranja. A inclusão de óleo de 

limão (Citrus limon), igualmente a este estudo, não determinou melhora no crescimento da 

Oreochromis mossambicus, segundo os autores, devido a menor concentração do composto 

limoneno (Baba et al., 2016). No presente estudo, a taxa de sobrevivência não foi afetada pela 

inclusão do frit de laranja, sendo que as mortalidades registradas ocorreram, devido ao 

comportamento agonístico característico de espécies territorialistas, como a tilápia-do-Nilo. 

Para utilização da análise hematológica como ferramenta para determinação da saúde dos 

peixes é preciso primeiro conhecer os valores normais que possam garantir a higidez do animal, 

pois existe ampla variação devido a fatores internos e externos (Ranzani-Paiva et al., 2014; Barros 

et al., 2014).  Neste estudo o perfil hematológico dos peixes se manteve dentro da faixa de 

normalidade para tilápia-do-Nilo sadia de acordo com Falcon et al., (2007), Barros et al., (2009), 

Teixeira et al. (2012), Damasceno et al. (2016) determinados em condições experimentais 

semelhantes e, ainda, por Hrubec and Smith, (2010).  

Foi observado que os peixes alimentados com a dieta controle (0 OF) não mantiveram a 

eritropoiese quando submetidos ao estresse térmico. Nesta condição esperava-se tentativa de 
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aumento, principalmente, na taxa de hemoglobina, uma vez que o aumento de temperatura 

acarreta diminuição da concentração de oxigênio dissolvido na água (Boyd, 1996). A melhora 

dos parâmetros, RBC e HB foi observada pela inclusão do frit de laranja pode ter ocorrido em 

função da presença de flavonoides, compostos esses com capacidade de evitar a peroxidação 

lipídica da membrana dos eritrócitos mantendo, portanto, o número de células vermelhas e, por 

conseguinte, a taxa de hemoglobina. Esse processo pode ocorrer, pois as membranas dos glóbulos 

vermelhos contêm lipídios insaturados e estão sujeitas a maiores danos oxidativos quando 

comparados com outros tecidos (Hubrec and Smith, 2010). A hemoglobina presente nos 

eritrócitos em situação de estresse oxidativo age como catalisador de peroxidação lipídica 

podendo, portanto, aumentar a velocidade das reações e produção de peróxido de hidrogênio 

(Asgary et al., 2005). Os dados da presente pesquisa corroboram com Acar et al. (2015), que 

determinaram melhora no perfil hematológico de Oreochomis mossambicus alimentadas com 

dietas suplementadas com 0.1% de óleo de laranja. As diferenças determinadas nos índices 

hematimétricos MCV e MCHC são decorrentes das alterações, mesmo que não significativas, da 

taxa de hemoglobina e porcentagem de hematócrito. 

A variação da temperatura da água é importante fator estressor, assim faz com que os 

peixes se torne debilitados e susceptíveis aos agentes patogênicos (Teixeira et al., 20012). No 

presente estudo a série branca dos peixes foi influenciada pelas dietas com inclusão do frit de 

laranja, como pode ser visto nos peixes que foram alimentados com a dieta que continha inclusão 

0.6 OF quando comparados com os animais que se alimentaram de dietas isentas de frit de laranja. 

A função normal dos linfócitos dos peixes é dependente da membrana lipoproteica (van Acker et 

al., 1996), possivelmente os flavonoides presentes no frit de laranja foram suficientes para impedir 

lise celular dos linfócitos e assim os peixes conseguiram manter a quantidade de linfócitos 

circulantes após estresse térmico. 

 Os neutrófilos são responsáveis pela defesa primária na eliminação de microrganismos 

patogênicos e possuem como função primária fagocitar as bactérias. Já os Mon têm como função 

fagocitar os neutrófilos que sofreram apoptose após ingestão do patógeno invasor (Feldman et al., 

2000). Os peixes alimentados com as diferentes dietas não apresentaram diferença na contagem 

de Neut e Mon antes do estresse térmico. Entretanto, quando submetidos ao estresse, os peixes 

arraçoados com as dietas que continham inclusão de 0.8 OF apresentaram aumento de 34,38% na 

quantidade de monócitos quando comparados com peixes que receberam a mesma dieta 

experimental antes do desafio. Além disso, os peixes que foram alimentados com a dieta 0.0 OF 

apresentaram redução de 28.83% na quantidade de Mon circulantes após estresse térmico. 

Comparando-se os tratamentos antes e após o estresse térmico, a proteína plasmática total 

não se alterou. Entretanto, quando os valores de proteínas foram comparados individualmente 
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entre os momentos, observou-se diminuição dos níveis de albumina no sangue após o estresse nos 

peixes arraçoados com as dietas 0; 0.4; 0.6 e 0.8 OF. Vale ressaltar que a proteína plasmática total 

é responsável pelo transporte de nutrientes e regulação osmótica. Já os níveis de globulina, 

proteína essa atuante na defesa do organismo, não apresentaram redução nos peixes dos diferentes 

tratamentos. O estresse pode ocasionar distúrbios osmóticos e iônicos em peixes de água doce, o 

que ocasiona decréscimo na capacidade de osmorregulação do plasma (Aragão et al., 2008; Costas 

et al., 2008; Shi et al., 2015). Dessa forma, é provável que os desequilíbrios entre os meios 

extracelular e intracelular tenham provocado mudanças no volume plasmático, determinando 

diminuição da albumina (Melo et al., 2009). 

Em relação à atividade enzimática do sistema antioxidante, não era esperado aumento da 

atividade das enzimas antes do estresse térmico, entretanto, houve aumento da atividade da SOD 

e GPx nos peixes que receberam a dieta 0 OF. Possivelmente esse aumento ocorreu devido ao 

comportamento agonístico apresentado pelos peixes desse tratamento, o que resulta em estresse 

pelo constante confronto. A GPx elevada significa que houve aumento do peróxido de hidrogênio 

circulante, possivelmente isso ocorreu pela metabolização do ânion superóxido e sua redução pela 

SOD (Kappus and Sies, 1981; Halliwel and Gutteridge, 1999). Conforme descrito por Filho et al. 

(1993), o aumento do consumo de oxigênio por peixes em diferentes situações de estresse 

proporciona maior produção de EROs e demanda maior atividade das enzimas do sistema 

antioxidante. Como, ainda, descrito pelos mesmos autores ocorreu aumento da atividade da SOD 

no fígado e nos eritrócitos dos peixes que demandaram maior concentração de oxigênio. 

Conforme esperado, após o estresse as enzimas CAT, SOD e GPx apresentaram maior 

atividade e o resultado mais elevado foi observado nos peixes que se alimentaram com a dieta 

que continha 0.6% de OF. Devido às condições de estresse térmico e hipóxia houve, 

provavelmente, mudanças adaptativas das funções da mitocôndria para garantir a oxigenação 

tecidual, porém essa adaptação proporciona aumento de EROs como resultado da oxidação da 

enzima xantina redutase em xantina oxidase, transformação essa visando garantir os níveis de 

oxigênio (Pörtner, 2002; Lushchak, 2011). Desta forma exigiu-se que os peixes estivessem em 

condições saudáveis para eliminar estes componentes tóxicos e garantir a homeostase. Resultados 

semelhantes foram descritos para diferentes espécies de organismos aquáticos sob condição de 

hipóxia, tais como: aumento da atividade da CAT em Carassius auratus (Lushchack et al., 2001), 

maior atividade da SOD em Cyprinus carpio (Vig and Nemcsók, 1989), aumento da GPx em 

Leporinus elongatus (Wilhelm Filho et al., 2005) e aumento da atividade da SOD, CAT e GPx 

em Litoperanaeus vannamei (Parrilla-Taylor and Zenteno-Savin, 2011; Transriña-Arenas et al., 

2013; Kniffin et al., 2014). 
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A baixa atividade da enzima GPx nos peixes do tratamento 0 OF após o estresse térmico 

é condizente com a condição de estresse em que os peixes se encontravam. Provavelmente a maior 

atividade dessa enzima nos peixes desse tratamento, antes do desafio imposto, consumiu as 

reservas de glutationa, já que GPx necessita desse cofator para poder eliminar o peróxido de 

hidrogênio e, portanto, não mantiveram a mesma atividade após o estresse. Outra hipótese pode 

ser a sugerida por Legatt et al. (2007), os quais determinaram que o aumento da temperatura da 

água para truta arco-iris (Oncorynchus mykiss) ocasionou diminuição da atividade da GPx, 

provavelmente pela desnaturação proteica e alteração no metabolismo de aminoácidos, já que a 

glutationa é formada pelos aminoácidos cisteína, ácido glutâmico e glicina (Cohen and Hochstein, 

1963; Chambres and Harrison, 1993), sendo que esta desnaturação pode determinar diminuição 

da quantidade disponível desses compostos. 

This research evaluated the putative antioxidant capacity of orange frit that could improve 

Nile tilapia resistance under stress inherent to commercial fish production. Therefore, our findings 

could help fish feed industry on functional diet formulation that could be used by fish producers 

as a nutritional strategy for minimizing fish disease and economic losses. Since, to our knowledge, 

this is the first research evaluating orange frit on Nile tilapia diet, further studies should be 

developed evaluating additional antioxidant enzymes activity, lipid peroxidation and immune 

response, under different stress conditions and bacterial challenge. In sum, based on 

hematological profile and some antioxidant enzymes activities, the dietary supplementation of 

0.8% of orange frit contributed to Nile tilapia maintain erythropoiesis and antioxidant capacity 

under heat-induced stress. 
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1Vitamin C – Rovimix® Stay – C® 35 – DSM. Nutritional Products, Switzerland. 

2Vitamin and Mineral Premix  (kg of product): vitamin A = 1,200,000 IU; vitamin D3 = 200,000 IU; vitamin E = 

12,000 mg; vitamin K3 = 2,400 mg; vitamin B1 = 4,800 mg; vitamin B2 = 4,800 mg; vitamin B6 = 4,000 mg; 

vitamin B12 = 4,800 mg; folic acid = 1,200 mg; calcium pantothenate= 12,000 mg; vitamin C = 48,000 mg; biotin 

= 48 mg; choline = 65,000 mg; nicotinic acid= 24,000 mg; Mn = 4.000 mg; Zn = 6.000 mg; I = 20 mg; Co = 2 mg; 

Cu = 4 mg e Se = 20 mg. 

3Butyated hydroxytoluene – antioxidant. 

4Orange Frit – Chemical composition: crude protein (6.14%), crude energy (17.36 MJ·kg-1), crude fiber (14.64%), 

crude fat (4.31%) 

 

    
0 OF 0.2 OF 0.4 OF 0.6 OF 0.8 OF 

    

Soybean meal (g·kg-1)  555.85 558.8 559.5 560.2 560.8 

Corn (g·kg-1)  392.3 389 385.3 381.6 377.9 

Soybean oil (g·kg-1)  14.8 15.7 16.7 17.8 18.8 

Methionine (g·kg-1)  2.18 2.19 2.19 2.19 2.2 

Threonine (g·kg-1)  2.7 2.7 2.69 2.69 2.69 

Tryptophan (g·kg-1)  0.04 0.05 0.05 0.05 0.05 

Dicalcium phosphate (g·kg-1)  21.08 21.11 21.13 21.15 21.16 

Vitamin C1 (g·kg-1)  0.9 0.9 0.9 0.9 0.9 

Premix Vit/Min2 (g·kg-1)  6.3 6.3 6.3 6.3 6.3 

BHT3 (g·kg-1)  0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 

Salt (g·kg-1)  1 1 1 1 1 

Orange frit4 (%)  0 0.2 0.4 0.6 0.8 

Chemical analysis        

Crude Protein (%)  29.84 29.72 30.07 30.65 30.61 

Crude Energy (MJ·kg-1)  17.22 17.67 17.14 18.07 18.25 

Ash (%)  5.87 5.87 5.90 5.99 5.99 

Crude fiber (%)  3.51 3.37 3.30 3.53 3.90 

Dry matter (%)  95.38 95.53 95.79 95.61 96.02 

              

Table 1 - Formulation and chemical composition of the experimental diets. 
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  Diets  
 

       P value 

    0.0 OF   0.2 OF   0.4 OF   0.6 OF   0.8 OF     

IBW (g) 
 31.98  31.59  31.70  31.59  31.76  0.118 

 (±0.34)  (±0.34)  (±0.32)  (±0.34)  (±0.29)   

             

FBW (g) 
 114.34  111.41  111.25  106.7  121.06  0.241 

 (±11.23)  (± 8.51)  (±17.15)  (±7.85)  (±14.17)   

             

WG (g) 
 82.35  79.82  79.55  75.11  89.3  0.228 

 (±11.39)  (±8.33)  (±17.02)  (±7.77)  (±14.27)   

             

FI (g) 
 131.44  127.34  128.55  124.6  133.36  0.152 

 (±8.15)  (±5.26)  (±9.38)  (±7.89)  (±4.34)   

             

FCR  
 1.7  1.63  1.72  1.67  1.53  0.659 

 (±0.34)  (±0.16)  (±0.35)  (±0.1)  (±0.24)   

             

SUR (%) 
 88.63  93.18  94.31  96.59  97.77  0.368 

  (±15.93)   (±10.59)   (±6.76)   (±4.7)   (±4.2)     

             

Table 2 –  Initial body weight (IBW), final body weight (FBW), weight gain (WG), feed intake (FI), feed conversion ratio (FCR), survival (SUR) of 

Nile tilapia fed diet supplemented with graded levels of orange frit for 70 days. 

Values are means ± SD of 8 replicates. No significantly difference at P > 0.05 (Tukey Test) 

0 OF: no orange frit supplementation 0% of orange frit kg-1 diet; 0.2 OF: diet supplemented with 0.2 % of orange frit kg-1 diet; 0.4 OF: diet supplemented with 0.4 % of 

orange frit kg-1 diet; 0.6 OF: diet supplemented with 0.6 % of orange frit kg-1 diet; 0.8 OF: diet supplemented with 0.8 % of orange frit kg-1 diet. 
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    Diets          P value 

        0 OF   0.2 OF   0.4 OF   0.6 OF   0.8 OF     

  
Before stress 

 2.34 A  2.1   1.98   2.32   2.16   0.369 

RBC (106/µL)   (2–2.7)  (1.76–2.7)  (1.75–2.28)  (1.72–2.57)  (1.8-2.25)   

 
After stress 

 1.92 B  2.09   2.27   1.9   2.02   0.387 

   (1.71–2.05)  (1.31–2.62)  (1.25–2.7)  (1.49–2.44)  (1.88–2.21)   

  
Before stress 

 9.71 A  8.55   8.39   8.71   9.6 A  0.051 

Hb (g · dL-1)   (9.36–11.59)  (7.65–11.18)  (7.77–9.4)  (7.58–9.74)  (8.25–10)   

 
After stress 

 7.67 B  8.19   8.83   7.89   7.63 B  0.377 

   (7.07–8.54)  (6.14–9.7)  (5.7–9.81)  (6.70–8.57)  (6.89–8.27)   

  
Before stress 

 40.5 A  36.75   36.25   36 A  36 A  0.261 

Hct (%) 
  (35–50)  (31–41.5)  (33-40)  (35.5–40)  (35.5–39.5)   

 
After stress 

 29.63 B  31.25   33  31 B  34 B  0,813 

   (28.5–31.5)  (25–39.5)  (19–36.5)  (28.50–34.5)  (26.5–35)   

  
Before stress 

 163.1   172  179.2 A  163.5   174.5   0.808 

MCV (fL) 
  (148.29–215.52)  (141.43–201.06)  (160.09–220.99)  (142.02–206.4)  (152.54–194.44)   

 
After stress 

 157  160.7  151.6 B  164.9   159.4   0.512 

   (148.78–166.67)  (128.02–190.84)  (125.93–162.22)  (135.25–197.99)  (139.9–180.85)   

  
Before stress 

 23.48   24.07   23.22 B  24.05   25.33   0.405 

MCHC (%) 
  (21.96–26.86)  (21.05–27.45)  (22.08–25.15)  (21.35–26.3)  (22.92–27.56)   

 
After stress 

 26  24.56   26.54 A  25.01   23.59   0.191 

   (24.59–27.11)  (22.97–30.64)  (25.03–30)  (22.71–27.44)  (21.47–26.89)   

                              Median and minimum – maximum values of 6 replicates. 

RBC, red blood cell count; Hb, hemoglobin; Htc, hematocrit; MCV, mean corpuscular volume; MCHC, mean corpuscular hemoglobin concentration; 

Uppercase letters compare the hematological response of fish in the same treatment before or after heat-induced stress by a Kruskal-Wallis test (P < 0.05). 

0 OF: no orange frit supplementation 0% of orange frit kg-1 diet; 0.2 OF: diet supplemented with 0.2 % of orange frit kg-1 diet; 0.4 OF: diet supplemented with 0.4 % of 

orange frit kg-1 diet; 0.6 OF: diet supplemented with 0.6 % of orange frit kg-1 diet; 0.8 OF: diet supplemented with 0.8 % of orange frit kg-1 diet. 

 

 

Table 3 – Hematological parameters of Nile tilapia fed diet supplemented with graded levels of orange frit and subjected heat-induced stress. 
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    Diets          P value 

        0 OF   0.2 OF   0.4 OF   0.6 OF   0.8 OF     

  
Before stress 

 4.4   3.72   4   3.92   4.05   0.481 

TPP (mg dL-1) 
  (3.5–5)  (3.30–4.75)  (3.65–4.8)  (3.2–4.8)  (3.1–4.85)   

 
After stress 

 3.42   3.12   3.62   3.27   3.42   0.964 

   (2.9–3.85)  (2.95–4)  (2.95–4)  (2.95–4)  (2.75–4)   

  
Before stress 

 1.63 A  1.56   1.52 A  1.48 A  1.47 A  0,79 

Alb (mg dL-1) 
  (1.49–1.72)  (0.96–1.82)  (1.29–2.01)  (1.39–1.83)  (1.29–1.76)   

 
After stress 

 0.9 B  0.88   0.92 B  1.12 B  0.84 B  0.249 

   (0.65–1.01)  (0.34–1.17)  (0.72–1.8)  (0.95–1.7)  (0.53–1.36)   

  
Before stress 

 2.87   2.51   2.39   2.28   2.48   0.888 

Glob (mg dL-1) 
  (1.91–3.32)  (1.74–3,18)  (1.99–3.43)  (1.81–3.29)  (1.81–3.47)   

 
After stress 

 2.59   2.61   2.47   2.1   2.35   0.893 

   (1.96–2.98)  (1.78–2.93)  (1.83–3.28)  (1.67–3.04)  (1.84–3.37)   

  
Before stress 

 0.55 A  0.69   0.66   0.66   0.65   0.96 

Alb:Glob 
  (0.49–0.83)  (0.32–0.99)  (0.40–1.01)  (0.46–0.84)  (0.40–0.71)   

 
After stress 

 0.37 B  0.32   0.33   0.55   0.36   0.456 

   (0.22–0.48)  (0.12–0.66)  (0.22–0.97)  (0.32–0.79)  (0.16–0.74)   

                              
 

Table 4 – Total plasma protein (TPP), albumin (Alb), globulin (Glob) and albumin:globulin ratio (A:G) of Nile tilapia fed diet supplemented with graded 

levels of orange frit and subjected heat-induced stress. 

Median and minimum – maximum values of 6 replicates. 

Uppercase letters compare the hematological response of fish in the same treatment before or after heat-induced stress by a Kruskal-Wallis test (P < 0.05). 

0 OF: no orange frit supplementation 0% of orange frit kg-1 diet; 0.2 OF: diet supplemented with 0.2 % of orange frit kg-1 diet; 0.4 OF: diet supplemented with 0.4 % 

of orange frit kg-1 diet; 0.6 OF: diet supplemented with 0.6 % of orange frit kg-1 diet; 0.8 OF: diet supplemented with 0.8 % of orange frit kg-1 diet. 

 



42 
 
 

               

        Diets                   P value 

        0.0 OF   0.2 OF   0.4 OF   0.6 OF   0.8 OF     

  
Before stress 

 70744 b  139615 ab  98483 ab  143100 a  98024 abB  0.025 

Lynf (cells µ-1) 
  (48461 - 100265)  (66413 - 160111)  (77333 - 120519)  (160147 - 183658)   (79225 - 156687)   

 
After stress 

 95668  116678  107323  135176  167582 A  0.365 

   (85317 - 170667) (62021 - 175993)  (85755 - 215753)  (102427 - 187122)  (120438 - 209871)  

  
Before stress 

 3916  7159 A   5021  9997 A  5757  0.231 

Neut (cells µ-1) 
  (2820 - 10563)  (4817 - 15038)  (2646 - 29908)  (10114 - 15108)  (878 - 12247)   

 
After stress 

 1962 b  3684 abB  6148 ab  3648 abB  6682 a   0.015 

   (1745 - 4376)  (900 – 4529)  (2326 - 8767)  (1563 - 5232)  (5320 - 17909)   

  
Before stress 

 756 A  3443  2200  1625  3342 B  0.283 

Mon (cells µ-1) 
  (512 - 3655)  (715 - 9498)  (882 - 3861)  (1888 - 10957)  (994 - 6757)   

 
After stress 

 218 bB  3279 ab  3353 ab  2911 ab  7833 aA  0.012 

   (0 - 490)  (3135 - 4612)  (930 - 4837)  (1334 - 8910)  (4433 - 11455)   

                              Median and minimum – maximum values of 6 replicates. 

Uppercase letters compare the hematological response of fish in the same treatment before or after heat-induced stress by a Mann-Whitney test (P < 0.05); lowercase 

letters compare the levels of orange frit among treatment by a Kruskal-Wallis test (P < 0.05). 

0 OF: no orange frit supplementation 0% of orange frit kg-1 diet; 0.2 OF: diet supplemented with 0.2 % of orange frit kg-1 diet; 0.4 OF: diet supplemented with 0.4 % 

of orange frit kg-1 diet; 0.6 OF: diet supplemented with 0.6 % of orange frit kg-1 diet; 0.8 OF: diet supplemented with 0.8 % of orange frit kg-1 diet. 

 

Table 5 – Lymphocytes (Lynf), neutrophil (Neutr) and monocytes (Mon) of Nile tilapia fed diet supplemented with graded levels of orange frit and 

subjected heat-induced stress. 
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        Diets                   P value 

        0 OF   0.2 OF   0.4 OF   0.6 OF   0.8 OF     

  
Before stress 

 19.71 aB  13.06 cB  15.06 bB  15.2 bB  15.07 bB  0.0001 

SOD U/mgpt 
  (19.25–20.91)  (12.39–13.73)  (13.96–15.88)  (14.41–16.41)  (14.1–15.35)   

 
After stress 

 22.81 cA  16.64 cA  23.35 cA  35.4 aA  29.08 abA  0.0001 

   (22.23–24.83)  (16.04–17.55)  (22.05–24.48)  (29.7–47.15)  (25.42–38.79)   

  
Before stress 

 69.23 B  54.33 B  61.62 B  57.23 B  58.92 B  0.0001 

CAT U/mgpt 
  (61.83–77.38)  (20.9–69.04)  (41.62–67.64)  (28.54–71.93)  (45.08–72.19)   

 
After stress 

 86.52  cA  69.26 cA  123.65 bA  166.84 aA  130.45 aA  0.0001 

   (69.64–99.92)  (61.84–84.1)  (117.69–130.48)  (150.02–186.88)  (110.55–138.84)   

  
Before stress 

 55.53 aA  37.43 bB  29.58 bB  47.09 abB  50.2 abB  0.024 

GPx U/mgpt 
  (63.38–64.42)  (24.31–48.37)  (15.58–51.21)  (35.68–65.28)  (35.12–54.49)   

 
After stress 

 68.34 cA  63.23 cA  65.46 cA  154.07 aA  133.34 bA  0.0001 

   (44.12–93.83)  (55.96–72.04)  (53.39–100.05)  (140.14–177.18)  (92.73–147.22)   

                              
 

 

 

 

Table 6 - Antioxidant enzyme activity of Nile tilapia fed diet supplemented with graded levels of orange frit and subjected heat-induced stress. 

Median and minimum – maximum values of 6 replicates. 

Uppercase letters compare the hematological response of fish in the same treatment before or after heat-induced stress by a Mann-Whitney test (P < 0.05); lowercase 

letters compare the levels of orange frit among treatment by a Kruskal-Wallis test (P < 0.05). 

SOD, superoxide dismutase; CAT, calase; GPx, glutathion peroxidase 

0 OF: no orange frit supplementation 0% of orange frit kg-1 diet; 0.2 OF: diet supplemented with 0.2 % of orange frit kg-1 diet; 0.4 OF: diet supplemented with 0.4 % 

of orange frit kg-1 diet; 0.6 OF: diet supplemented with 0.6 % of orange frit kg-1 diet; 0.8 OF: diet supplemented with 0.8 % of orange frit kg-1 diet. 

 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Capítulo    III 

 

 

 



45 
 

Implicações 

 

 No presente estudo foi demonstrado o uso benéfico de aditivos 

alternativos na nutrição e saúde dos peixes. Mesmo não tendo sido observada diferença 

estatística para o desempenho dos animais houve melhora significante na saúde das 

tilápias-do-Nilo quando submetidas ao estresse térmico tornando-a mais preparada 

frente às adversidades as quais os peixes são expostos durante a criação comercial. 

 As respostas ao estresse observadas neste estudo, demonstraram que 

os nutrientes da dieta forneceram substratos para serem utilizados como antioxidantes, 

os quais favoreceram a ação das enzimas do sistema antioxidante e mantiveram os 

parâmetros sanguíneos na faixa para peixes saudáveis quando desafiados. 

 Concomitantemente, o uso dos aditivos alterativos na nutrição animal 

possibilita o uso racional de co-produtos e/ou resíduos da produção de sucos de frutas, 

impedindo-os de serem depositados no ambiente e, assim, elevar o uso sustentável 

desses alimentos. Portanto, tornam-se necessárias pesquisas futuras para estabelecer 

melhor os efeitos benéficos desses produtos, no caso, frit de laranja, para ser utilizado 

em rações comerciais. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


