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Capitulo 1 - Consideracdes iniciais

1.1 Cenario atual da aquicultura

De acordo com projecBes de um relatério publicado pelas Nacbes Unidas
(UN, 2017), espera-se que a populacdo mundial atinja 9,8 bilhdes de habitantes
até 2050, recaindo sobre a agricultura, a missdo de produzir alimento suficiente a
fim de atender a demanda por alimentos e ao aporte nutricional desta crescente

populacao.

O aumento desta producdo devera ocorrer levando-se em conta que 0s
recursos necessarios para a producdo de alimentos, como terra e agua, serao
ainda mais escassos em um mundo com maior taxa de lotacdo e, portanto, o
setor precisard ser muito mais eficiente, otimizando a utilizacdo de recursos
produtivos e promovendo a reducdo na producdo de residuos. Além disso, diante
das mudancas climaticas globais, é necessario mudar a forma de conduzir
atividades econdmicas (MSANGI et al., 2013).

O grande desafio sera produzir de forma sustentavel frente a demanda
crescente por alimentos saudaveis, e a aquicultura serdo um dos principais
setores a encarar este desafio. Com a producédo aquicola em rapida expansédo em
todo o mundo, esta atividade tem grande potencial em tornar-se responsavel por
incrementar expressivamente a producdo de alimentos, fornecendo uma
importante fonte de proteina de origem animal para consumo humano. Além
disso, a FAO estima que em 2030, a aquicultura sera responsavel por mais de
60% da producdo mundial de pescado para consumo humano. Assim, vemos
claramente que a tendéncia dos ultimos anos deve continuar nas préximas
décadas, com a aquicultura sendo a maior responsavel por atender a crescente

demanda de pescado em nivel mundial.

O Instituto Earth Policy cita que 2013 foi o primeiro ano em que o mundo
consumiu mais pescado de origem cultivada do que de capturada. Ainda segundo
o Earth Policy, a producéo de pescado cultivado em 2013 foi de 66 milhdes de
toneladas, enquanto a produ¢cdo mundial de carne bovina foi de 63 milhdes de
toneladas, ou seja, jA se produz mais pescado cultivado do que bovinos,

mostrando assim a magnitude j& alcangada pela producéo aquicola mundial.

Caunesp
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Quando comparamos o crescimento da aquicultura com outras fontes de
producdo de alimentos, vemos que o crescimento € mais acelerado do que em
outras atividades produtoras. No periodo 2000/2012, a aquicultura cresceu 6,7%
no mundo, enquanto que, no mesmo periodo, a produ¢do de milho cresceu 4,7%;
a avicultura 3,3%; o trigo, 1,4%; a bovinocultura e o cultivo do arroz, 1,2%; a
suinocultura, 1%; e a pesca decresceu 0,2% (Plano de Desenvolvimento da
Aquicultura — 2015/2020 — MPA, 2015).

A produgéo mundial da aquicultura registrou no ano de 2016, um total de
171 milhdes de toneladas e um consumo de 20,3 kg per capita de pescado,
aumento de 11,0% e 9,7%, respectivamente, quando comparado ao ano de 2011
(FAO - SOFIA, 2018).

Com 12% da agua doce disponivel no planeta e um litoral de
aproximadamente oito mil quildmetros (MPA, 2014), o Brasil registra, atualmente,
a 132 maior producdo aquicola do mundo (FAO - SOFIA, 2018). Em um
levantamento estatistico da atividade feito pela Associacdo Brasileira da
Piscicultura (PEIXE BR, 2017), mostrou que no ano de 2017 a piscicultura
brasileira atingiu a marca de 691.700 toneladas, sendo a regido Sudeste
responsavel por aproximadamente 16,7% (115.300 toneladas) da producao
nacional, crescimento de 8% em relacdo a 2016. Dados do relatério da FAO
apontam, que, em dez anos, a producéo de pescados em cativeiro no Brasil mais do
gue dobrara. A expectativa € que em 2025 a producdo ja seja de 1,145 milhdo de
toneladas, o que demostra o grande potencial do Brasil no cenario aquicola mundial

em atender a demanda crescente por pescado (FAO - SOFIA, 2016).

1.2 Espécie

Pertencente a familia Cichlidae, a tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) é
originaria da bacia do rio Nilo, no Leste da Africa e encontra-se amplamente,
disseminada nas regifes tropicais e subtropicais, como em Israel, no Sudeste
Asiatico (Indonésia, Filipinas e Formosa) e no Continente Americano (USA,
México, Panama e toda América do Sul) (CARVALHO, 2006). A primeira espécie
de tilapia introduzida no Brasil, a tildpia do Congo (Tilapia rendalli), ocorreu em
1953 no estado de Séo Paulo. Em 1971, no Nordeste, foram introduzidas a tilapia

de Zanzibar (Oreochromis urolepis hornorum) e a tilapia do Nilo (Oreochromis

2
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niloticus), e sua distribuicdo expandiu-se nas ultimas cinco décadas, devido ao
seu potencial para a aquicultura (ZIMMERMANN e FITZSIMMONS, 2004).

A tilapia é a segunda espécie de maior importancia na aquicultura mundial
(IBGE, 2015) e a principal espécie produzida pela aquicultura continental
brasileira, respondendo por 51,7% da producéo, segundo levantamento inédito da
Associacdo Brasileira da Piscicultura (PEIXE BR, 2017), com 357.639
toneladas em 2017. Entre os anos de 2013 e 2015 a producdo de tilapias
aumentou em 22,8%, passando de 169.306 para 219.329 toneladas (IBGE, 2015),
demonstrando assim sua grande importancia econdmica. Um aspecto importante
no panorama da producédo de tilapia no pais € o crescente aumento na producao
em todas as regides, assim como 0 surgimento de novas areas de criacdo em
todo o pais, com novas tecnologias que culminaram numa maior producdo nas
diferentes regides (MPA, 2014).

Algumas das caracteristicas que colocaram as tilapias no podio das
principais espécies cultivadas comercialmente sdo: 1) a facilidade de reproducéo
e obtencao de alevinos; 2) a possibilidade de manipulagdo hormonal do sexo para
obtencdo de populacdes masculinas; 3) a boa aceitacdo de diversos tipos de
alimentos; 4) a grande capacidade de aproveitar alimentos naturais em viveiros;
5) conversao alimentar entre 1 a 1,8; 6) bom crescimento em cultivo intensivo (5 a
500g em 4 a 5 meses); 7) grande rusticidade, suportando bem o manuseio
intenso e 0s baixos niveis de oxigénio dissolvido na producao e, sobretudo, sua
grande resisténcia as doencas; 8) a carne branca, de textura firme, sem espinhos,
de sabor pouco acentuado e de boa aceitacdo (KUBITZA e KUBITZA, 2000).

A tildpia apresenta grande adaptacéo ao sistema de producdo em tanques-
redes. Dados apontam que a espécie apresenta amplo desempenho e adaptacao
em sistemas intensivos de producdo (FURLANETO et al., 2006). Devido ao
grande potencial de produgdo desta espécie, iniUmeros estudos tém sido
realizados acerca de seus habitos alimentares e sobre a forma que utilizam os
nutrientes da dieta, a fim de compreender melhor sua nutricdo e alimentacéo
(DEGANI e REVACH, 1991), assim como estudos voltados a reproducao,
melhoramento genético e manejo sanitario, com o objetivo de intensificar o pacote
tecnolégico de criacdo da tilapia visando a maximizacdo de seu desempenho

produtivo.

Caunesp



Mestranda Daniela Bezerra de Amorim Orientador — Dalton José Carneiro

Embora seja uma espécie introduzida, a tilapia do Nilo €, sem duvida, uma
das principais espécies da fauna aquatica brasileira com potencial para alicercar a
expansdo da piscicultura industrial, fazendo do pais o maior produtor mundial

desta espécie.

1.3 Uso de aditivos na aquicultura

A busca por diferentes estratégias na alimentacdo e nutricdo de
organismos aquaticos é uma constante realidade. Diversos estudos vém sendo
desenvolvidos para que se possa validar novos produtos ou aditivos, e assegurar
até que ponto os aditivos alimentares podem ou ndo ser utilizados, e em que
condicbes e dimensfes seu uso se torna viavel, tanto técnica quanto

economicamente.

A intensificacdo da producdo € a melhor maneira para aumentar a
eficiéncia produtiva; entretanto, com o aumento do grau de intensificacdo, a busca
pela maxima eficiéncia alimentar torna-se um desafio a ser superado. Os aditivos
alimentares se encaixam bem na estratégia para aumentar a produtividade. Isto
tem promovido o uso de aditivos nas dietas, basicamente, para controlar agentes
prejudiciais ao processo digestivo e assim, proporcionar a melhora dos indices
zootécnicos (NUNES et al., 2012). Em dietas comerciais, quando séo utilizados,
por exemplo, alimentos alternativos, na maioria dos casos, consegue-se reduzir
0S custos com a alimentagcdo; entretanto, os indices zootécnicos podem ser
comprometidos, devido a piora da utilizacdo dos nutrientes destes ingredientes
pelos animais, principalmente pela presenga de fatores tidos como
antinutricionais. Na tentativa de melhorar a digestibilidade da dieta, os aditivos
alimentares podem ser utilizados como artificios auxiliando de forma direta e/ou
indireta o metabolismo animal a utilizar mais eficientemente os nutrientes contidos
nestes tipos de ingredientes (SCHWARZ, 2002). Desta forma, é relevante
ressaltar as importantes funcdes dos aditivos alimentares, que sdo: preservar as
caracteristicas nutricionais das ragdes; facilitar a dispersdo dos ingredientes nas
racdes; melhorar o crescimento dos animais; aumentar a ingestdo do alimento;
suprir nutrientes essenciais na forma purificada; e melhorar a aceitacdo do

produto final (carne, ovos, leite) pelo consumidor (SAKOMURA et al., 2014).
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Dentre os aditivos mais estudados na aquicultura temos os probidticos,
prebiodticos, imunoestimulantes, e mais recentemente substancias fitogénicas e
acidos organicos (ENCARNACAO, 2010).

A Instrucdo Normativa 13/2004 (BRASIL, 2017) (alterada pela Instrucao
Normativa n° 44/15) define aditivos para produtos destinados a alimentacao
animal como “substancia, microrganismo ou produto formulado, adicionado
intencionalmente, que nédo é utilizado normalmente como ingrediente, que tenha
ou ndo valor nutritivo e que melhore as caracteristicas dos produtos destinados a
alimentacdo animal, melhore o desempenho, melhore aspectos de sanidade ou

atenda as necessidades nutricionais”, sendo estes classificados como:

« aditivos tecnoldgicos: qualquer substancia adicionada ao produto
destinado a alimentacdo animal com fins tecnolégicos (adsorventes,
aglomerantes, antiaglomerantes, antioxidantes, antiumectantes, conservantes,
emulsificantes, estabilizantes, espessantes, gelificantes, regulador da acidez,

umectantes);

» aditivos sensoriais: qualquer substancia adicionada ao produto para
melhorar ou modificar as propriedades organolépticas destes ou as caracteristicas

visuais dos produtos (corantes e pigmentantes, aromatizantes, palatabilizantes);

» aditivos nutricionais: toda substancia utilizada para manter ou melhorar as
propriedades nutricionais do produto (Vitaminas, provitaminas, e substancias
guimicamente definidas de efeitos similares, oligoelementos ou seus compostos,

aminodcidos, seus sais e analogos, ureia pecuaria e seus derivados);

« aditivos zootécnicos: toda substancia utilizada para influir positivamente
na melhoria do desempenho dos animais (enzimas, probioticos, prebiéticos,
simbidticos, nutracéuticos, acidos organicos, promotores de crescimento e/ou

eficiéncia alimentar);

+ anticoccidianos: substancia destinada a eliminar ou inibir protozoarios

(anticoccidianos).

Diversos mecanismos benéficos de acdo tém sido reportados para estes

aditivos, os quais podem aumentar a palatabilidade e ingestédo de alimento (XIE et
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al., 2003; HASSAAN et al., 2014), modular a resposta imune inata e adaptativa
(LIU et al., 2014; SU et al., 2014; ROMANO, 2015), aumentar a resisténcia ao
estresse e afetar diretamente o desenvolvimento de organismos patogénicos
(RAMLI et al., 2005; NG et al., 2009; CASTILLO et al., 2014; SU et al., 2014;
ROMANO, 2015; KOH et al., 2016), reduzindo sua capacidade de colonizar o trato
digestivo e evitando assim os distUrbios que afetam a digestibilidade e a absorcéo
de nutrientes e minerais aumentando, assim, o desempenho e ganho em peso
(RING@, 1991; DE WET, 2005; RAMLI et al., 2005; LUCKSTADT, 2007;
MORKEN et al., 2011; CASTILLO et al., 2014; HASSAAN et al., 2014; LIU et al.,
2014; ZHU et al., 2014; NG et al., 2015; KOH et al., 2016).

Peixes que apresentam potencial para a piscicultura, quando confinados,
acabam passando por situacdo de estresse, 0 que acarreta uma reducao no
consumo alimentar e uma diminuicdo em sua imunidade, o que propicia a
ocorréncia de doencas e muitas vezes a mortalidade de lotes inteiros
(GONCALVES, 2009). Dessa maneira, 0 autor sugere que o0 uso de dietas
contendo aditivos pode ser uma medida preventiva com o intuito de auxiliar na
manutencdo do bem-estar metabdlico e contribuindo, consequentemente, para a

melhora do desempenho animal.

E incontestavel a contribuicdo do uso de aditivos na produtividade das
culturas animais, entretanto € importante ressaltar que, independentemente do
tipo de aditivo alimentar, os registros para a liberacdo de producédo e
comercializacdo desses produtos devem ser rigidamente controlados, exigindo
um esforgo técnico e ético da massa critica envolvida, impedindo o uso incorreto,

intencional ou por mero desconhecimento (SAKOMURA et al., 2014).

1.4 Acidos organicos na aquicultura

O evidente crescimento expressivo da piscicultura brasileira a cada ano,
traz novos desafios para a atividade, como o aumento da incidéncia de doencas,
aparecimento de novos patdgenos responsaveis por perdas significativas no

desempenho zootécnico, e consequentemente, grandes perdas de -carater
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econbmico, tornando assim imprescindivel o desenvolvimento de novas

ferramentas tecnoldgicas em prol da atividade.

Para o controle das enfermidades bacterianas, tanto na aquicultura como
em qualquer atividade que envolva produgdo animal, € comum o uso de
antibioticos, muitas vezes de maneira abusiva e desnecesséaria, seja para a
prevencdo, controle de doencas e/ou melhora do desempenho, 0 que torna-se
cada vez mais preocupante. A suplementacdo com antibiéticos promotores de
crescimento tornou-se uma pratica comum na industria a partir de 1951 (NRC,
1998); entretanto, o uso rotineiro de antibiéticos como promotores de crescimento
tornou-se um assunto em constante debate na criacdo de animais, uma vez que a
inclusdo dos mesmos de maneira descontrolada nas dietas, pode promover o
desenvolvimento da resisténcia bacteriana a antibidticos usados contra
microrganismos patogénicos que afetam tanto humanos quanto a producéo
animal. Tal fato fez com que, no ano de 2006, a Unido Europeia proibisse a
prescricdo e uso livre de antibiéticos como promotores de crescimento na
producdo animal (LUCKSTADT, 2008). A partir disso, tém-se buscado produtos
alternativos aos antibiéticos promotores de crescimento que sejam equivalentes

ou superiores nos beneficios sobre a resposta animal (SAKOMURA et al., 2014).

Dentre as alternativas para a exclusdo dos antibidticos da nutrigdo animal,
Sakomura et al. (2014) citam: a melhoria das condi¢bes de manejo, climatizacao e
higiene da criacdo; a estabilizacdo da microbiota intestinal normal; a reducédo da
carga bacteriana no trato digestério; a melhoria da vitalidade de enterécitos e
vilos; a reducdo da ingestdo de substancias imunossupressoras; a melhoria na
utilizacdo dos alimentos e da digestdo; e o controle da coccidiose. Tais
alternativas devem levar em consideragdo que os produtos substitutivos devem

ser de baixo custo, eficientes e de facil aplicacéo.

Os efeitos benéficos do uso de &cidos organicos na nutricdo de
monogastricos tém chamado a atencdo da comunidade cientifica, o que levou a
investigacdo dos efeitos destes aditivos melhoradores de desempenho em dietas
para peixes. Constituintes naturais de plantas e animais, os acidos organicos
podem ser formados pela fermentacdo microbiolégica no intestino e/ou nas rotas
metabdlicas intermediarias (LEHNINGER et al., 1993), e os primeiros estudos que

mostraram que acidos organicos sdo capazes de influenciar positivamente o
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desempenho dos animais quando adicionados as dietas, foram publicados ha
mais de 30 anos (LUCKSTADT, 2008).

Os acidificantes, que consistem em acidos organicos e seus sais,
apresentam-se como uma alternativa promissora, como um potencial substituto
aos antibioticos promotores de crescimento, por melhorar aspectos de utilizacao
de nutrientes, desempenho e salde animal (LUCKSTADT, 2008). Exercem
diferentes efeitos na dieta no trato intestinal e metabolismo do animal cultivado
(Tabela 1).

Tabela 1. Efeitos dos acidos organicos e seus sais na nutricdo animal.

Stio de acéo Forma efetiva Efeitos

Reduc¢ao do pH
Dieta H+ Desnaturacao de proteinas
Reducdo do crescimento microbiano
Efeito antibacteriano

H+ e Anion . . .
Mudangas has concentragdes de microorganismos
Trato intestinal He Reducéo do pH .no estdbmago g duodeno
Aumento na atividade da pepsina
Ani Agentes complexantes para cations
'on (Ca2+, Mg2+, Fe2+, Cu2+, Zn2+)
Metabolismo H+ e anion Fornecimento de energia

H+: Forma nao ionizada;

Anion: Forma ionizada.
Adaptado de Kirchgessner e Roth (1988).

Os &cidos organicos possuem mecanismo de acdo semelhante aos
antibiéticos; porém, ndo deixam residuos na carcaca e nao promovem O
aparecimento de bactérias resistentes. A acidificacdo dos alimentos tem potencial
para controlar bactérias, podendo melhorar o crescimento e a eficiéncia alimentar,

eliminando microrganismos que competem por nutrientes (MILLER, 1987).

A acdo antimicrobiana pode estar ligada a diversos fatores, como:
comprimento da cadeia do carbono; nivel de inclusédo; propor¢cdo das formas
dissociada e nédo dissociada; acidez da digesta intraluminal, capacidade
tamponante da digesta intraluminal; tempo de retencdo e exposicdo da digesta
nas porcdes intestinais; e especificidade dos patdgenos para colonizacdo e

producdo de toxinas entéricas (MROZ et al.,, 2006). Diversos estudos tém
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mostrado a reducédo da contagem bacteriana no estdbmago e duodeno, enquanto
que as acido-tolerantes, benéficas como os lactobacilos, parecem néo ser
afetadas ou até sendo reforcadas em numero (HELLWEG et al., 2006; NG et al.,
2009).

Eles também podem ser utilizados para modificar o pH das dietas e
leva-las a valores de pHs desejados para um melhor aproveitamento dos
nutrientes. Em estudos realizados com suinos utilizando &cidos organicos na
dieta, foram comprovados efeitos positivos na digestibilidade de nutrientes da
dieta, assim como na morfologia intestinal (PARTANEN e MROZ, 1999; MROZ et
al., 2000; OVERLAND et al., 2000). Do mesmo modo, a suplementacao de dietas
com acidos organicos tem levado a diminuicdo do pH duodenal, melhorando a
retengdo de nitrogénio e aumentando assim a digestibilidade desse nutriente
(LUCKSTADT, 2008). Outra caracteristica importante dos &cidos organicos é a
formacéo de quelatos a partir de ions metalicos, prevenindo a reacao destes ions,
como célcio (Ca*?), ferro (Fe*?), cobre (Cu*?), magnésio (Mg*?), assim como
outros nutrientes, aumentando a digestibilidade e retencdo destes, ao mesmo
tempo em que inibem a sua agdo como catalisadores e reacbes danosas
(ADAMS, 1999).

O modo de acéo dos acidos organicos no trato gastrintestinal envolve dois
mecanismos diferentes. Primeiramente, eles reduzem o pH no estbmago e,
particularmente, no intestino delgado, através da liberacdo de ions H*. Em
seguida, inibem o crescimento de bactérias gram-negativas, grupo ao qual
pertence a maioria dos patégenos intestinais, através da dissociacdo dos acidos e
a producdo de anions no interior das células bacterianas (LUCKSTADT, 2008).
Dessa forma, ocorre o aumento da populacdo de bactérias gram-positivas, em
sua maioria, produtoras de &cido latico, estas reduzem o pH, mantendo e
ampliando o efeito de inibicdo dos patégenos no intestino, sob a forma de
exclusdo competitiva (VAN IMMERSEEL et al., 2002), dificultando assim, a
disseminacdo de doencas, diminuindo indices de mortalidade e melhorando

aspectos de digestibilidade de nutrientes.

Apesar do namero limitado de estudos sobre o uso de acidificantes em
dietas para aquicultura, os resultados dos estudos disponiveis indicam um

relevante potencial dos mesmos, influenciando fabricantes a considerar seu uso
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em suas formulacfes. O uso de acidificantes pode ser uma ferramenta eficiente
para alcancar uma producdo aquicola sustentavel, econbmica e segura
(LUCKSTADT, 2007).
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Capitulo 2 - Interacdes de niveis de &cidos organicos e de
proteina digestivel das dietas no desempenho e eficiéncia de

utilizacdo de nutrientes paratilapia do Nilo

Resumo

O objetivo do presente estudo foi determinado o impacto da incluséo crescente de
um blend comercial de &acidos organicos (BAO) (0,0%, 1,0%, 2,0% e 3,0%) em
trés dietas contendo diferentes teores de proteina digestivel (PD) (24,30%;
26,81% e 29,32%) sobre o desempenho produtivo, composi¢cdo corporal,
digestibilidade de nutrientes, taxa de eficiéncia proteica, indices fisioldégicos e
sobre histomorfometria intestinal de revertidos de tilapia do Nilo. Foram utilizados
468 juvenis de tilapia do Nilo, com peso médio inicial de 16,20 = 8,03 g,
distribuidos em 36 tanques. O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado com doze tratamentos e trés repeticdes, em esquema fatorial 4x3. Os
peixes foram alimentados quatro vezes ao dia até saciedade aparente por 95
dias. Nao houve efeito da interacdo entre os teores de inclusdo do BAO e os
teores proteicos das dietas sobre as médias de: conversao alimentar (CA), taxa
de eficiéncia proteica (TEP), eficiéncia de retencdo de proteina bruta (ERPB),
eficiéncia de retencéo de energia bruta (EREB), extrato etéreo no ganho de peso
(EEGP), proteina bruta no ganho de peso (PBGP), largura de vilosidades (LV),
tunica muscular (TM) e sobre os indices fisiologicos. Houve efeito da interacéo
entre os fatores estudados sobre as médias de ganho de peso (GP), consumo de
racdo (CR), taxa de crescimento especifico (TCE), fosforo na carcaca (P) e
coeficientes de digestibilidade aparente (CDAps, CDAes e CDAwmm), sendo as
maiores médias obtidas com o uso de 1% de BAO juntamente com o teor de
29,32% de PD. Para a histomorfometria intestinal, houve interacdo entre os
fatores. As melhores médias para o niumero de células caliciformes (CC) e a
altura das vilosidades (AV) foram obtidos nas dietas com 29,32% de PD e a
incluséo de 3% do BAO.

Palavras-chave: Aditivo alimentar, desempenho produtivo, nutricdo de peixes,
Oreochromis niloticus.
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Chapter 2 - Interactions of organic acid levels and dietary
digestible protein in performance and nutrient utilization

efficiency for Nile tilapia

Abstract

The subject of this trial was to determine the impact of the inclusion of a
commercial organic acids blend (BAO) (0.0%, 1.0%, 2.0% and 3.0%) on three
diets containing different levels of digestible protein (DP) (24.30%, 26.81% and
29.32%) on the productive performance, body composition, nutrient digestibility,
protein efficiency, physiological indices and intestinal histomorphometry of Nile
tilapia. A total of 468 Nile tilapia juveniles were used, with initial mean weight of
16.20 * 8.03 g, distributed in 36 tanks. The experimental design was completely
randomized with twelve treatments and three replicates, in a 4x3 factorial scheme.
Fish were fed four times daily until apparent satiety for 95 days. There was no
effect of the interaction between the OAB inclusion levels and the protein contents
of the diets on the means of: feed conversion (FC), protein efficiency rate (PER),
crude protein retention efficiency (CPRE), gross energy retention efficiency
(GERE), ethereal extract in weight gain (EEWG), crude protein in weight gain
(CPWG), villus width (VW), muscle tunica (MT) and physiological indices. There
was an effect of the interaction between the factors studied on mean weight gain
(WG), feed intake (FI), specific growth rate (SGR), carcass phosphorus (P) and
apparent digestibility coefficients (ADCcp, ADCce and ADCwmwm). The highest means
were obtained with the use of 1% OAB together with the 29.32% DP content. For
intestinal histomorphometry, there was interaction between the factors. The best
means for the number of goblet cells (GC) and villous height (VH) were obtained in
diets with 29.32% of CP and the inclusion of 3% of OAB.

Key words: Fish nutrition, food additive, Oreochromis niloticus, productive

performance.
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1. Introducéo

Atraindo cada vez mais investidores devido aos seus altos indices
produtivos e de retorno econbmico, a aquicultura esta entre as atividades
agropecuarias que mais crescem no Brasil, com destaque para a piscicultura
continental respondendo por, aproximadamente, 70% da producdo aquicola
nacional (IBGE, 2015) e tendo como principal espécie protagonista deste cenario
a tilapia do Nilo.

Possuir rapido crescimento em sistema intensivo de cultivo e rusticidade
sao caracteristicas que destacam a tilpia, dentre as demais espécies de peixes
(VERAS, 2013). Em sistemas intensivos alcanca produtividade de até 3.500
kg/ha/ano; em densidades entre 8.000 e 10.000 peixes/ha (SPERANDIO, 2014).
Em virtude disto, vem se estabelecendo como a espécie com maior importancia

econbmica para a aquicultura.

Entretanto, com o aumento da demanda os produtores tem optado por
sistemas produtivos cada vez mais intensificados, o que, consequentemente,
desencadeia varios pontos criticos no decorrer do cultivo, relacionados
principalmente aos custos com insumos e incidéncia de doencas. Sabe-se que,
em funcéo do sistema de producéo adotado, as ragdes podem compor 40 a 70%
do custo de producédo, representando o principal item de custo na piscicultura
intensiva. Portanto, uma das maneiras mais eficazes dos produtores minimizarem
este custo € ajustar adequadamente a qualidade das racdes e o manejo alimentar
as diferentes fases de producdo e ao sistema de cultivo utilizado (KUBITZA,
1999), buscando por alternativas que maximizem a digestibilidade e
aproveitamento das dietas por parte dos animais, favorecendo assim, um melhor

desempenho produtivo e sanidade.

Atualmente, com o aumento e a intensificacdo das criacdes, praticas
sustentaveis estdo sendo adotadas na aquicultura como novos meétodos para
diminuir a poluicdo quimica e bioldgica, controlando assim, o estresse dos
organismos cultivados. A realizacdo de vazio sanitario e, quando necessario, a
aplicacdo de manejos integrados contra patégenos, e 0 uso de vacinas como

substituto aos antibioticos para controle de enfermidades (SEBRAE, 2015), assim
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como o uso de aditivos alimentares que favorecam a reducédo ou eliminacdo do

Seu uso.

Os acidos organicos sdo aditivos alimentares funcionais que tém sido
utilizados na producéo animal por serem preservantes eficientes da racdo, além
de uma alternativa no controle de patdégenos no trato digestorio. Sua acdo mais
efetiva €, provavelmente, a atividade antimicrobiana, por meio da acéo direta de
sua forma nao dissociada, ou pela alteracao indireta da microbiota intestinal, em
decorréncia da producdo de um meio favoravel para multiplicacdo de bactérias
laticas que causam a acidificacdo no Iumen intestinal (TSILOYIANNIS et al.,
2001). Isto favorece mecanismos de absorcdo de nutrientes, promovendo um
melhor desempenho produtivo. Em peixes, o0s &cidos organicos atuam
aumentando a palatabilidade do alimento, aumentando o0 consumo e,

consequentemente, o ganho de peso (XIE et al., 2003).

Acidos organicos tém demonstrado 6timos resultados em varias espécies
de animais como suinos, aves e peixes, principalmente naqueles jovens e adultos
em estado de estresse (SCAPINELLO et al., 2001). Assim, algumas combinacdes
de acidos organicos mostram vantagens sobre sua utilizacdo isolada, uma vez
gue resultaram em melhor controle da proliferacdo de bactérias patogénicas,
sugerindo um efeito sinérgico ainda ndo explicado (SILVA, 2002). Entretanto, de
acordo com Ng e Koh (2016), o uso de &acidos organicos e seus sais na
alimentacdo animal ja foi amplamente estudado em animais terrestres. O uso de
acidos organicos em organismos aquaticos s6 se intensificou nos ultimos 10 anos,

0 que explica o numero escasso de trabalhos.

Tendo em vista as relevantes informagOes apresentadas a respeito dos
acidos organicos, o0 objetivo do presente estudo foi avaliar o uso destes como
promotores de crescimento, melhoradores de retencdo de proteina e
antimicrobianos em dietas para tilapias do Nilo. Foi determinado o efeito de
diferentes niveis de inclusdo de &cidos organicos sobre o crescimento,
desempenho produtivo, a digestibilidade de nutrientes, a taxa de eficiéncia
proteica, a composi¢cao corporal, a quantificagdo e composi¢do da microbiota
enddgena e sobre a histomorfometria do trato intestinal de revertidos de tilapia do
Nilo.
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2. Materiais e métodos

2.1 Instalacdes e condicbes experimentais

O experimento foi conduzido no Laboratério de Nutricdo de Organismos
Aquaticos do Centro de Aquicultura da Unesp localizado no Campus de
Jaboticabal - SP. O periodo experimental compreendeu os meses de outubro de
2016 a janeiro de 2017 (95 dias). Os peixes foram estocados em 36 caixas de
fibra de vidro com capacidade de 450 litros cada, dispostas paralelamente em trés
linhas de 12 caixas e acondicionadas em estufa experimental. O abastecimento e

aeracao foram continuos e individuais, com 4gua oriunda de poco artesiano.

Diariamente foram monitorados os valores de temperatura e oxigénio
dissolvido com Oximetro YSI 55 (YSI - Yellow Springs Instruments 550A) a 10 cm
da superficie. Semanalmente, foram coletadas amostras de agua de todas as
unidades experimentais para monitoramento de parametros de qualidade da
agua: pH (PHTEK - pH100) e condutividade elétrica (PHTEK - CD203).
Quinzenalmente, foram coletadas amostras de agua das unidades experimentais
para determinacdo de amdnia, nitrato, nitrito e fosforo total (KOROLEFF, 1976;
GOLTERMAN et al., 1978; MACKERETH et al., 1978).

2.2 Material biolégico e manejo

Foram utilizados 468 juvenis de tilapia do Nilo revertidos sexualmente para
machos, com peso médio inicial de 16,20 + 8,03 g. Os peixes foram adquiridos da
Piscicultura Colpani, localizada em Mococa - SP. A densidade de estocagem foi
de 13 peixes por caixa. O arragoamento foi realizado quatro vezes ao dia, até
saciedade aparente, nos seguintes horarios: 07h00min, 10h30min, 14h00min e
17h30min. A quantidade de alimento consumida foi calculada semanalmente,
atraves da diferenca entre as quantidades inicial e final das dietas previamente

pesadas e separadas por unidade experimental.

20
Caunesp



Mestranda Daniela Bezerra de Amorim Orientador — Dalton José Carneiro

2.3 Dietas experimentais

As andlises de nutrientes e energia dos ingredientes utilizados na
confeccdo das dietas experimentais foram realizadas no Laboratério de Nutricdo
de Organismos Aquaticos do Centro de Aquicultura da UNESP, e no Laboratério
de Nutricdo Animal (LANA) da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias da
UNESP, Campus de Jaboticabal, SP.

Trés dietas isoenergéticas com diferentes teores de proteina digestivel
(PD) foram formuladas com base nas recomendacdes das Tabelas Brasileiras
para a Nutricdo de Tilapias (FURUYA, 2010) e em dados laboratoriais levantados
em pesquisas internas. Em seguida, a partir das trés dietas basicas, foram
formuladas mais nove dietas contendo diferentes relacbes de PD e de um blend
comercial de acidos organicos (BAO) Selacid®-Green Growth (Tabelas 1, 2 e 3).
Foram estudados quatro niveis de inclusédo do BAO: 0,0%; 1,0%; 2,0% e 3,0% e
trés teores de proteina digestivel (PD): 24,30%; 26,81% e 29,32%. Este blend
comercial € uma mistura concentrada de acidos organicos de cadeia curta e uma
porcdo de acidos graxos de cadeia média composto por: acido sorbico, acido
férmico, acido acético, acido lactico, acido propibnico, formiato de aménio, acido
citrico e acido graxo destilado de coco.
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Tabela 1. Formulacéo das dietas experimentais (valores com base na matéria natural).

Ingredientes (%) Dietas
24/0 24/1 2412 24/3 26/0 26/1 26/2 26/3 29/0 29/1 29/2 29/3

Farinha de visceras de frango 2,760 3,010 3,010 3,010 3,215 3,230 3,310 3,310 3,415 3585 3,425 3,425
Farinha de peixe 5670 5,610 5510 5,515 6,410 6,510 6,515 6,515 7510 7560 7,510 7,510
Farinha de penas 2,000 2,000 2,000 2,000 2,000 2,000 2,000 2,000 2,000 2,000 2,000 2,000
Hemoglobina suina 0,500 0,500 1,000 1,100 0,500 0,500 0,600 0,700 0,500 0,500 0,855 1,000
Farelo de soja 28,240 28,250 27,570 27,570 33,420 33,620 33,550 33,640 38,560 38,500 38,300 38,300
Milho 18,140 17,730 17,550 16,300 16,205 15,920 15,405 15,405 13,100 12,550 12,100 11,100
Farelo de trigo 20,110 20,015 19,615 19,610 20,110 19,810 20,010 20,010 21,110 21,110 21,010 21,010
Quirera de arroz 17,450 16,635 16,235 16,240 13,980 13,110 11,900 10,160 9,945 9,335 8,530 7,695
Oleo de soja 1500 1,670 2,000 2,150 1,000 1,140 1550 2,100 1,000 1,000 1,410 2,100
L-Lisina HCL 0,065 0,061 0,060 0,030 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
DL-Metionina 0,075 0,069 0,070 0,070 0,024 0,024 0,024 0,024 0,000 0,000 0,000 0,000
L-Treonina 0,140 0,240 0,135 0,135 0,026 0,026 0,026 0,026 0,000 0,000 0,000 0,000
Fosfato bicélcico 1530 1,500 1525 1,550 1,350 1,350 1,350 1,350 1,470 1,170 1,270 1,170
Calcario calcitico 1,150 1,140 1,050 1,050 1,000 1,000 1,090 1,090 1,020 1,020 1,020 1,020
Antifiingico (Filax) 0,150 0,150 0,150 0,150 0,150 0,150 0,150 0,150 0,150 0,150 0,150 0,150
Antioxidante (BHT) 0,020 0,020 0,020 0,020 0,020 0,020 0,020 0,020 0,020 0,020 0,020 0,020
Suplemento mineral vitaminico > 0,500 0,500 0,500 0,500 0,500 0,500 0,500 0,500 0,500 0,500 0,500 0,500
Blend de Acidos Organicos 0,000 1,000 2,000 3,000 0,000 1,000 2,000 3,000 0,000 1,000 2,000 3,000
TOTAL 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100

(1) Suplemento vitaminico e mineral: &cido félico (1.250 mg); pantotenato de célcio (1.200 mg); cobre (2.500 mg); ferro (15 g); iodo (375 mg;) manganés
(12,5 g); selénio (87,5 mg); zinco (12,5 mg); cobalto (125 mg); Vit A (2.500 Ul); Vit B12 (4000 mg); Tiamina B1 (4000 mg); Riboflavina B2 (4000 mg);

Piridoxina B6 (4000 mg); Vit C (50.000 mg); Vit D3 (600.000 UI): Vit E (37.500): Vit K3 (3.750 mg); niacina (122.500 mg): biotina (15 mg).
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1 Tabela 2. Composicao centesimal das dietas experimentais.

. a Dietas
Composigéo © 2400 2411 242 2413 2610  26/1  26/2  26/3 200 291 292 29/3
Matéria seca (%) 8855 87,46 87,08 8621 8858 87,89 8707 8626 8880 87,94 8711 833l
Matéria mineral (%) 580 580 574 572 635 639 639 640 703 706 700 698
Proteina bruta (%) 26,99 2697 2694 2692 2952 2952 2952 2951 3222 3222 3219 3216
Proteina digestivel (%) 2430 2430 2429 2429 2681 2681 2681 2681 2932 2932 2932 2931
Extrato etéreo (%) 500 517 544 554 475 471 512 566 469 470 504 568
Fibra bruta (%) 384 381 373 370 398 394 393 392 418 416 414 4,09
Extrativo ndo nitrogenado® (%) 44,54 43,36 4252 41,64 41,87 40,77 3957 38,24 38,42 3754 36,49 35,13
Energia bruta (kcal.Kg-1) 3897,70 387353 3862,18 3832,23 392223 3872,47 3860,95 3856,84 3930,55 3893,83 3882,00 3883,65
Energia digestivel (kcal.Kg-)  3210,79 3192,67 3185,56 3160,52 3221,02 3179,41 3172,17 317391  3215,69 3183,90 3178,73 3183,85
Ca (%) 1,30 130 130 1,30 131 131 131 131 1,31 131 131 1,32
P (%) 0,65 065 065 0,65 066 066 066 0,66 065 066 065 0,65

(1) Valores calculados a partir da composicao centesimal bromatologica analisada dos ingredientes.
2 (2) Extrativo n&o nitrogenado = 100 — (%umidade + %PB + %FB + %EE + %MM)
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Orientador — Dalton José Carneiro

o 1 Dietas
Aminoscidos © (0 o o 26/0  26/1  26/2  26/3 20/0  29/1  29/2  29/3
Essenciais:
Arginina 2,00 1,92 1,96 1,92 2,21 2,13 2,29 2,05 2,37 2,36 2,41 2,29
Fenilalanina 1,01 0,99 1,03 0,99 1,08 1,13 1,08 1,04 1,18 1,16 1,14 1,17
Histidina 0,50 0,53 0,56 0,54 0,58 0,55 0,55 0,59 0,58 0,63 0,60 0,64
Isoleucina 0,95 0,97 1,02 0,98 1,08 1,09 1,03 0,97 1,16 1,13 1,08 1,14
Leucina 2,00 1,92 2,01 1,93 2,09 2,21 1,98 2,04 2,21 2,26 1,98 2,21
Lisina 1,20 1,21 1,28 1,18 1,36 1,42 1,23 1,25 1,38 1,43 1,40 1,43
Metionina 0,66 0,64 0,68 0,65 0,64 0,66 0,63 0,64 0,63 0,67 0,65 0,66
Treonina 1,16 1,15 0,92 1,11 1,25 1,07 1,27 1,12 1,19 1,24 1,21 1,18
Triptofano 0,11 0,08 0,10 0,30 0,11 0,13 0,14 0,33 0,14 0,14 0,21 0,19
Valina 1,48 1,40 1,42 1,39 1,46 1,57 1,50 1,44 1,64 1,69 1,56 1,56
Nao-essenciais:
Alanina 1,45 1,46 1,46 1,48 1,50 1,47 1,55 1,54 1,66 1,77 1,71 1,67
Asparagina 2,22 2,03 2,24 2,18 2,41 2,42 2,39 2,36 2,62 2,64 2,50 2,66
Cistina 0,33 0,26 0,19 0,27 0,29 0,29 0,32 0,29 0,30 0,33 0,33 0,29
Glicina 1,37 1,32 1,45 1,35 1,50 1,45 1,45 1,42 1,56 1,57 1,55 1,58
Glutamina 4,24 4,17 4,35 4,23 4,62 4,57 4,53 4,61 4,89 4,90 4,87 4,98
Hidroxiprolina 0,35 0,36 0,42 0,37 0,41 0,40 0,39 0,41 0,45 0,45 0,44 0,45
Prolina 1,61 1,56 1,57 1,54 1,68 1,56 1,81 1,66 1,77 1,80 1,86 1,79
Serina 1,21 1,16 1,12 1,22 1,35 1,26 1,32 1,36 1,44 1,39 1,43 1,47
Taurina 0,05 0,06 0,05 0,07 0,06 0,02 0,04 0,06 0,05 0,05 0,06 0,06
Tirosina 0,85 0,82 0,90 0,84 0,91 0,93 0,87 0,90 0,96 0,97 0,99 0,98
Total 24,75 2401 24,73 24,54 26,59 26,33 26,37 26,08 28,18 28,58 27,98 28,40

(1) Composicao aminoacidica total analisada das dietas experimentais.
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As dietas foram processadas no Laboratério de Processamento de Dietas
do Centro de Aquicultura da UNESP. Os ingredientes das dietas foram finamente
moidos em moinho de facas da marca Vieira, modelo 280, com peneira de
porosidade padrédo de 0,5 mm de diametro, devidamente pesados e misturados
em misturador Y da marca MAP, modelo V90L4. Os diferentes niveis do BAO
foram adicionados as dietas no momento da mistura, junto aos demais
ingredientes antes do processo de extrusdo. Em seguida, a mistura foi extrusada
em extrusora Exteec, modelo Ex Micro. Foi considerada como condi¢do 6tima de
processamento das dietas experimentais, quando a extrusdo das dietas ficou
estabilizada em uma formatacdo adequada, com no minimo 90% de flutuabilidade
(avaliacdo realizada com a racgéao resfriada e posta por 5 minutos em um Becker
com 1000 ml de &gua destilada, segundo a férmula: 100 - (nimero de kiblles
afundados/numero de total de kiblles x 100) e a uma temperatura de saida dos
kiblles estabilizada em 95 a 105° C.

Logo apls a extrusdo, as dietas foram secas em estufa de ventilacdo
forcada (55°C) durante 12 horas e resfriadas em temperatura ambiente.

Depois, para a realizacdo do ensaio de digestibilidade, uma por¢cao de cada
dieta foi novamente moida em moinho de facas da marca Vieira, modelo 280, com
peneira de porosidade padrdo de 0,5 mm de didmetro para acréscimo de 0,5% do
indicador inerte 6xido de créomio Il (Cr20s). A mistura foi homogeneizada e
umedecida com 50% de agua, peletizada em moinho de carne da marca C.A.F.,
modelo 22S, e desidratada em estufa de ventilacdo forcada (55°C), durante 24

horas e resfriadas em temperatura ambiente.

2.4 Delineamento experimental

O delineamento experimental deste ensaio foi inteiramente casualizado
(DIC) com doze tratamentos e trés repeticbes em esquema fatorial 4x3
correspondente a quatro niveis de inclusdo do blend comercial de acidos
organicos (0,0%; 1,0%; 2,0% e 3,0%) e aos trés teores de proteina digestivel:
24,30%; 26,81% e 29,32%. Cada unidade experimental foi constituida de uma
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caixa de fibra de vidro (0,80mx0,62mx1,00m) com volume total de 0,5 m3, volume

atil de 0,45 m3 e 13 peixes.

2.5 Avaliacdo do desempenho produtivo

Todos os peixes utilizados neste experimento foram pesados no inicio e no

final do periodo de experimentacéo.

Para cada parcela experimental, foram avaliados os resultados de

sobrevivéncia e de desempenho de producéo descritos abaixo:

Ganho em peso (GP) = peso médio final — peso médio inicial em g

consumo de alimento

Consumo de ragéo (CR) = mg

numero de peixes

consumo de alimento

Converséo alimentar aparente (CAA) =
ganho em peso total

) o In peso final — In peso inicial
Taxa de crescimento especifico (TCE) = tempo x 100

em %.dia1
ganho em peso vivo

Taxa de eficiéncia proteica (TEP) = . ;
f p ( ) proteina bruta consumida

2.6 Analise de composicao corporal

Para a determinacdo da composicéo corporal, inicialmente foi coletada uma
amostra constituida de um grupo de 20 juvenis de 16,20 * 8,03 g. Ao final do
periodo experimental foram utilizados cinco peixes de cada parcela experimental
para determinacdo da composicao corporal e de indices fisiologicos. Estes peixes
permaneceram em jejum por 48 horas para 0 esvaziamento gastrico e, logo apos,
foram eutanasiados por aprofundamento do plano anestésico em benzocaina, em
seguida foram acondicionados com as visceras em sacos plasticos rotulados e

congelados em freezer para posteriores andlises bromatolégicas. O peso do
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figado e da gordura visceral dos peixes foram avaliados para calculo do indice

hepato-somatico e do indice gorduro-viscero-somatico.

Posteriormente os peixes foram moidos, homogeneizados em moedor de

carne C.A.F, modelo 22S, congelados e liofilizados, para a retirada das amostras

destinadas a determinacao da porcentagem de matéria seca, proteina bruta (Leco

Nitrogen/Protein in Organic Samples, modelo FP528), lipidios (método de

hidrélise &cida), matéria mineral, energia bruta determinada em bomba

calorimétrica de Parr, de acordo com a metodologia da A.O.A.C. (2000) e fésforo

total de acordo com a metodologia de Michelsen (1957).

2.7 Parametros de eficiéncia nutricional

Com os resultados obtidos a partir da analise de composicao corporal e do

desempenho, foram realizados os calculos de eficiéncia de retencdo de proteina

bruta e de energia bruta, além das propor¢cdes de proteina bruta e de extrato

etéreo no ganho em peso, de acordo com as seguintes expressoes:

Eficiéncia de retengio de proteina bruta (ERpg %)
_ (PBf x Pf) — (PBix Pi)
- CPB *

100

Eficiéncia de retengio de energia bruta (ERgg %)
(EBf x Pf) — (EBi x Pi)
= X

1
CEB 00

Proporgéo de proteina bruta no ganho de peso (PBgp %)

_ [(PBf x Pf) — (PBix PY)
= FF—PD x 100

Proporgéo de extrato etéreo no ganho de peso (EEgp %)
[(EEf x Pf) — (PBi x Pi)
= : x 100
(Pf —Pi)

Caunesp
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Sendo:

PBf e EBf = niveis de proteina bruta e energia bruta corporal final
PBi e EBi = niveis de proteina bruta e energia bruta corporal inicial
CPB= consumo de proteina bruta

CEB= consumo de energia bruta

Pi e Pf= peso médio inicial e final dos peixes

2.8 indices fisiol6gicos

Para o calculo do indice hepato-somatico (IHS) e do indice gorduro-
viscero-somatico (IGVS), foram coletados aleatoriamente, no final do periodo
experimental, quatro peixes de cada parcela, num total de 12 peixes por
tratamento. Os peixes foram pesados e eutanasiados por aprofundamento do
plano anestésico em benzocaina. Em seguida, foram eviscerados para a
pesagem das visceras. Toda a gordura contida nas visceras foi retirada e pesada
para calculo do indice gorduro-viscero-somatico. Logo ap6s cada figado foi

pesado separadamente para o célculo do indice hepatossomatico.

Indice hepatossomético (IHS) = P7igado , 100 em %
Ptpeixe
Indice gorduro — viscero — somético (IGVS) = Ptl;ill;xe x100 em %

Sendo:
Pfigado=peso do figado
Pt= peso total do peixe

Pgv= peso da gordura visceral

2.9 Andlise da histomorfometria intestinal

As analises histologicas para a avaliagdo histomorfométrica intestinal foram
realizadas no Laboratorio de Técnicas Morfologicas e Imunohistoquimica do
Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal da Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Veterinarias, Campus de Jaboticabal. Para a andlise de

histomorfometria intestinal, foram coletados e eutanasiados por aprofundamento
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do plano anestésico em benzocaina, 12 peixes durante a biometria inicial,
correspondendo a amostra experimental inicial. Ao final do periodo experimental,
foram coletados e eutanasiados por aprofundamento do plano anestésico em
benzocaina, quatro peixes de cada parcela, totalizando 12 peixes por tratamento.
Fragmentos da porcdo meédia do intestino das tilapias do Nilo de
aproximadamente 3,0 cm foram fixados em solucdo de Bouin por 24 horas e
imersos em etanol 70%. Posteriormente, foram desidratados em bateria com
gradiente alcoodlico crescente, diafanizadas em xilol e incluidas em parafina
(Synth) (ponto de fusédo de 56 a 58 °C). Em seguida, foi realizada a microtomia
em microtomo automatico (Leica-RM2155), com auxilio de navalhas descartaveis.
Cortes de 3 micrometros (um) de espessura, em sec¢ao transversal, foram
colocados em laminas histoldgicas e secos em estufa a 37 °C overnight. Ap6s
este processo, foram corados com Hematoxilina-Eosina segundo Humason
(1979) e as laminas montadas com Entellan (Merck). As laminas dos segmentos
intestinais dos peixes de cada tratamento experimental foram avaliadas quanto a
altura, numero e largura das vilosidades, espessura da tunica muscular e
contagem de células caliciformes, em microscopio (Leica DM 5000B) e o registro
fotografico realizado por camera digital Leica DFC 300FX para a descricdo

histoldgica.

2.10 Ensaio de digestibilidade

Os coeficientes de digestibilidade aparente da proteina bruta (CDArs), de
energia bruta (CDAes) e da matéria mineral (CDAum) de cada uma das doze
dietas experimentais foram determinados ao final do experimento de
desempenho. Foram utilizadas 324 tilapias do Nilo (278,10 £ 51,06 g), distribuidas
em 36 caixas de fibra de vidro de 450 litros uteis (9 peixes por caixa).

Os peixes foram submetidos ao periodo de adaptacdo de dez dias as
dietas experimentais contendo 0,5% de 6xido de crémio Il (Cr203), fornecidas aos
peixes de mesmo tratamento, até a saciedade aparente, quatro vezes ao dia, nos
horarios de 07h00min, 10h30min, 14h00min e 17h30min. No décimo primeiro dia

de alimentacao, no periodo do final da tarde, os peixes foram arragoados, e, apos
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30 minutos, transferidos para os coletores de fibra de vidro para a coleta de fezes.
A coleta de fezes foi realizada por decantacéo, a cada hora, em 12 coletores de
fibra de vidro, com aproximadamente 80L de capacidade, equipados com sistema
de circulacdo continua de agua e construidos de acordo com sistema de Ghelph
modificado (ABIMORAD e CARNEIRO, 2004). Logo apos a coleta, as fezes foram
centrifugadas a 3000 rpm e conservadas em freezer (-20°C), até completar-se a
quantidade necessaria para as andlises quimicas. A coleta se estendia durante o
periodo da madrugada. Ao inicio da manha, os peixes eram devolvidos as suas
respectivas caixas. Ao final da tarde, as 12 caixas seguintes eram transferidas

para as incubadoras, e assim sucessivamente.

As amostras de fezes foram secas em liofilizadora e apo6s a retirada de
escamas e outros materiais que poderiam interferir nos célculos, foram moidas
em micromoinho. Para determinacdo do 6xido de crémio — Ill das fezes e das
dietas foi utilizado a metodologia descrita por Furukawa e Tsukahara (1966), onde
as amostras foram submetidas a digestao nitro-perclérica, com posterior leitura
em espectrofotbmetro de absorcdo atdbmica. A proteina bruta foi determinada
através do aparelho Leco Nitrogen/Protein in Organic Samples modelo FP528, a
energia bruta determinada em bomba calorimétrica de Parr e a matéria mineral a
partir da queima das amostras em mufla a 600°C. O coeficiente de digestibilidade
aparente das racdes (CDA) foi estimado segundo Nose (1966):

0] 1 0] 1
CDA =100- 110 Yodomarcadornadieta § /odonutrlc_ante nas f_ezes
% domarcadornas fezes % donutrientenadieta

2.11 Analises estatisticas

As analises de variancias dos resultados foram testadas pela normalidade
dos erros e homocedasticidade das variancias (testes de Cramer Von-Mises e
Brown Forsythe, respectivamente). Quando houve significancia estatistica, as
médias foram submetidas ao teste de Tukey a 5% de probabilidade. As analises
estatisticas foram realizadas usando o programa R version 3.3.0 - Copyright (©)
2015 The R Foundation for Statistical Computing.
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3. Resultados

3.1 Condigdes experimentais

No decorrer do periodo experimental os parametros fisico-quimicos da
agua permaneceram dentro da zona de conforto para a espécie objeto deste
estudo (Tabela 4).

Tabela 4. Valores médios dos parametros fisico-quimicos da agua durante o

periodo experimental.

Parametros Média
Temperatura (°C) 29,71 + 0,37
Oxigénio dissolvido (mg.L™) 5,11+ 0,41
pH 7,17 +0,31
Condutividade Elétrica (uSm.cm™) 80,27 + 1,57
Amodnia total (ug.L™) 93,69 + 49,99
Nitrato (ug.L™) 223,31 + 60,07
Nitrito (ug.L™) 16,08 + 16,66
Fésforo total (ug.L™) 65,46 + 14,22

3.2 Desempenho produtivo

Durante o periodo experimental ndo foi registrada nenhuma mortalidade

dos animais em estudo.

Para os parametros de desempenho, as analises de variancia
demonstraram efeitos significativos (P<0,05) para a interacdo entre os fatores
estudados, exceto para os resultados de conversdo alimentar (CA) e taxa de

eficiéncia proteica (TEP) (Tabela 5).
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Tabela 5. Valores de F e médias dos parametros de desempenho de juvenis de
tilapias do Nilo alimentadas com dietas contendo diferentes niveis de inclusao de
BAO e diferentes teores de PD.

Estatistica Parametros Avaliados
GP(g) CR(g CA TCE (%.da') TEP

Valores de F para:

Efeito dos niveis de PD 10,93 ** 239,08 ** 2 59 NS 11,77 ** 48,42 **
Efeito dos niveis de BAO 500* 6,55* 3,43* 5,66 ** 4,04 *
Efeito da interacdo (PD x BAO) 4,86 ** 31,45* 153NS 5,35 ** 1,87\
Médias para PD:

24,30 % 244,19 353,52 1,46 2,92 2572
26,81 % 264,42 391,42 1,48 3,00 2,29°
29,32 % 277,13 42553 154 3,04 2,02°¢
(DMS) (17,75) (8,29)  (0,10) (0,07) (0,14)
Médias para BAO:
0% 271,29 393,61 1,452 3,02 2,372
1% 243,18 379,73 157° 2,91 2,362
2% 261,26 394,84 1,512 2,99 22773
3% 271,31 391,72 14472 3,03 217°
(DMS) (22,64) (10,57) (0,12) (0,09) (0,17)
CV (%) 6,65 208 6,24 2,24 5,92

abe_ | etras mindsculas diferentes namesmacolunadiferem pelo testede Tukey (p <0.05);
GP: ganho médio de peso; CR: consumo médio de racdo por peixe; CA: conversao
alimentar; TCE: taxa de crescimento especifico; TEP: taxa de eficiéncia protéica.

NS - Ndosignificante;

* -Significante a0,05; ** - Significantea0,01.

As melhores médias de CA ocorreram com 3% de BAO na dieta e as de
TEP com o uso do menor teor proteico (24,30% de PD) e também usando-se ou
nao o menor nivel de inclusdo do BAO (1%) (Tabela 5). A TEP mostrou reducao

conforme elevou-se a inclusao de BAO.

No estudo das interacdes (Tabela 6) as melhores médias de ganho de
peso (GP), taxa de crescimento especifico (TCE) e consumo de racdo (CR) dos
peixes que nao receberam BAO em suas dietas ocorreram sempre com 0 maior
conteudo proteico (29,32% PD). Entretanto, as médias desses parametros foram
igualmente elevadas com a utilizagcdo méaxima de BAO (3%) nas dietas de menor
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conteudo proteico (24,30% PD), demonstrando a eficiéncia de utilizacdo deste
produto sobre o desempenho, uma vez que o mesmo pode beneficiar a absorcao

ou digestéo da fragcao proteica.

Tabela 6. Médias de desempenho produtivo de juvenis de tilapias do Nilo para os
efeitos das interacdes entre os diferentes niveis de inclusdo de BAO e diferentes

teores de PD das dietas.

Médias PD (%) Niveis de BAO (%)
de: 0 1 2 3
2430 252,55+11,12Bbl 199,24 + 18,07 Bc 249,70+ 13,37 Bb 275,25+ 5,55 Aa
GP (9) 26,81 259,26 £ 24,85 Ba 274,65+ 15,37 Aa 253,55+ 3,07 Ba 270,21 +11,13 Aa
29,32 302,06 £ 16,55 Aa 257,45+ 25,53 Ab 280,53 £ 21,45 Aa 268,47 + 24,59 Aa
24,30 346,52 +7,73Cc 32281+4,74Cd 357,57%+6,71Cb 385,11+ 16,42 Ba
CR(9) 26,81 38551+£6,97Bb 417,82+7,46Aa 387,63x511Bb 374,94+10,49 Cc
29,32 448,85+ 3,92 Aa 398,62+1,14Bd 439,36 +8,13Ab 415,22 + 8,51 Ac
24,30 2,95+ 0,04 Ba 2,72+ 0,09 Bb 2,95+ 0,05 Aa 3,04 £ 0,02 Aa
((y;lj;:iil) 26,81 2,98 £ 0,09 Ba 3,04 £ 0,06 Aa 2,96 £ 0,01 Aa 3,02 +£0,04 Aa
29,32 3,13+ 0,05 Aa 2,97 +£0,10 Ab 3,06 £ 0,08 Aa 3,02 £ 0,09 Aa

1 - Médias seguidas pela mesma letra (minusculas naslinhas e maiusculas nas colunas) ndo diferempelo teste de Tukey ao
nivel de 5% de probabilidade.
GP: ganho médio de peso; CR: consumo médio de ragdo por peixe; TCE: taxa de crescimento especifico.

A utilizacdo de dietas contendo 26,81% de PD ndao tiveram este efeito do
uso do BAO sobre os parametros de crescimento, exceto para o consumo de
racdo que foi maximo com o uso de 1% de BAO neste nivel proteico (Tabela 6),
demonstrando que o uso desde aditivo pode influenciar na palatabilidade das

dietas.

3.3 Composicéao corporal

As andlises da composicao corporal das tilapias, realizadas ao final do
periodo experimental (Tabela 7), demonstraram que, sem ter ocorrido efeito de
interacbes, as maiores concentracdes de proteina corporal nas tilapias foram

proporcionadas pelo uso do maior teor de PD (29,32%). As maiores médias de
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extrato etéreo (EE) e energia bruta (EB) na composi¢c&o corporal ocorreram com o
uso do menor teor de PD (24,30%) nas dietas (Tabela 7).

Tabela 7. Valores de F e médias da composicao corporal de juvenis de tildpia do
Nilo alimentadas com dietas contendo diferentes niveis de inclusdo de BAO e

diferentes teores de PD (valores observados na matéria natural).

Estatistica Parametros Avaliados
MS (%) UM (%) PB (%) EE (%) EB (KcalKg?) MM (%) P (%)

Valores de F para:

Efeito dos niveis de PD 150N 150N 21,34* 1188** 7,55 ** 1,92 NS 34,68 **
Efeito dos niveis de BAO 080" 080N 390* 107" 137N 0,79 NS 14,92 **
Efeito da interacdo (PD x BAO) 0,49™ 049N 111N 042N 0,63 NS 0,64 NS 9,88
Médias para PD:

24,30 % 32,08 67,92 1339° 10,012 19394 @ 4,6 0,59
26,81 % 31,08 68,92 13,64° 8,64° 1794,1° 4,74 0,64
29,32 % 31,40 68,6 1421% 832" 1794,0° 5,04 0,65
DMS (1,48) (148) (0,32)  (0,92) (107,9) (0,57) (0,02
Médias para BAO:

0% 3161 6839 1386 91 1850,2 479 0,59
1% 31,29 68,71 13,49° 8,95 1838,0 4,68 0,64
2% 32,09 6791 13672 9,33 1891,0 4,68 0,63
3% 31,1 68,9 13,96 8,59 1790,8 5,03 0,64
DMS (1,88) (1,88) (0,41  (1,07) (137,63) (0,73)  (0,02)
CV (%) 4,6 2,12 2,29 10,04 5,74 11,75 2,82

abc - Letras mintsculasdiferentes na mesma coluna diferem peloteste de Tukey (p <0.05);

MS: matéria seca; UM: umidade; PB: proteina bruta; EE: extrato etéreo; EB: energia bruta; MM: matéria mineral; P: fosforo.
NS - N3o significante;

* - Significantea 0,05; ** - Significantea 0,01.

S6 houve efeito significativo da interacdo para os niveis de fésforo total (P)
na carcaca (Tabela 9). Observou-se que a incluséo de 1% de BAO foi suficiente
para elevar satisfatoriamente a concentracdo de P em peixes que receberam

dietas contendo todos 0s niveis proteicos.
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Tabela 8. Médias da composicéo corporal de foésforo em juvenis de tilapia do Nilo
para os efeitos das interacdes entre os diferentes niveis de inclusdo de BAO e

diferentes teores de PD das dietas (valores observados na matéria natural).

Adi Niveis de BAO (%
Medl.as PD (%) (%)
de: 0 1 2 3
24,30 0,56 + 0,01 Bb 0,62 + 0,01 Aa 0,56 + 0,02 Bb 0,60 + 0,02 Ab
P (%) 26,81 0,61 + 0,02 Aa 0,66 + 0,01 Aa 0,66 + 0,02 Aa 0,63 + 0,03 Aa

29,32 0,60 + 0,02 Ab 0,68 = 0,03 Aa 0,67 + 0,02 Aa 0,64 + 0,02 Aa

1 - Médias seguidas pela mesma letra (minusculas naslinhas e maiusculas nas colunas) ndo diferem pelo teste de Tukey ao
nivel de 5% de probabilidade.
P: fésforo total.

3.4 Eficiéncia nutricional

N&o ocorreram efeitos das interacdes entre os teores de inclusdo do BAO e
0s teores proteicos das dietas (P>0,05) sobre as médias de eficiéncia de retencdo
da proteina (ERps), de eficiéncia de retengdo de energia bruta (ERes), das
proporcdes de extrato etéreo no ganho em peso (EEcp) e de proteina no ganho
de peso (PBgp) (Tabela 9).
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Tabela 9. Valores de F e médias da eficiéncia nutricional de juvenis de tilapia do
Nilo alimentadas com dietas contendo diferentes niveis de inclusdo de BAO e
diferentes teores de PD.

Estatistica Parametros Avaliados
ERpg (%) ERgg (%) PBgp (%) EEgp (%)

Valores de F para:

Efeito dos niveis de PD 16,79 ** 7,62 ** 20,37 ** 12,85 **
Efeito dos niveis de BAO 3,92 * 1,28 NS 3,45* 1,12 NS
Efeito da interagdo (PD x BAO) 1,83 NS 0,01 NS 1,09 NS 0,39 NS
Médias para PD:

24,30 % 24,70 ° 33,232 13,62° 10,49 ®
26,81 % 26,69 " 29,90 ° 13,86 ° 8,99 "
29,32 % 29,452  2857° 14,45 2 8,64°
(DMS) (2,06) (3,04) (0,34) (0,97)
Médias para BAO:
0% 27,76 2° 31,6 14,09 @ 9,47
1% 25,39 ° 29,04 13,73° 9,36
2% 26,34 3P 31,23 13,90 3° 9,73
3% 29 56 2 30,41 14,202 8,93
(DMS) (2,62) (3,92) (0,43) (1,23)
CV (%) 7,49 9,85 2,37 10,11

abc - |etras minusculasdiferentes na mesma coluna diferem pelo teste de Tukey (p <0.05);

ERpg: eficiéncia deretengdo de proteina bruta; ERg: eficiéncia deretengdo de energia bruta; PBgp:
proporgdo de proteina bruta no ganho de peso; EEgp: proporg¢do de extrato etéreo no ganho de
peso.

NS- N3o significante;

* - Significantea 0,05; ** - Significantea 0,01.

As médias de ERps foram maiores (P<0,01) para o uso de dieta com maior
conteudo proteico (29,32% de PD) e também para o maior nivel de inclusdo do
BAO (3%). As médias de ERes e de EEcp s6 foram influenciadas (P<0,01) pelos
teores proteicos das dietas, apresentando-se mais elevadas com o uso de
24,30% de PD. Os maiores valores médios para PBcp foram proporcionados por

dietas contendo teor de PD mais elevado (29,32%) e também pelo maior nivel de
BAO (3%).
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3.5 Indices fisiologicos

Os resultados observados para os indices hepatossomatico (IHS) e
gorduro-viscero-somatico (IGVS) nao diferiram estatisticamente tanto em relacéo
aos niveis de inclusdo do BAO quanto aos teores proteicos estudadas (P>0,05)
(Tabela 10).

Tabela 10. Valores de F e médias dos indices fisioldgicos de juvenis de tilapia do
Nilo alimentadas com dietas contendo diferentes niveis de inclusdo de BAO e

diferentes teores de PD.

Estatistica Parametros Avaliados
IHS (%) IGVS (%)
Valores de F para:
Efeito dos niveis de PD 0,15 NS 18,84 **
Efeito dos niveis de BAO 0,87 NS 277N
Efeito da interacdo (PD x BAO) 2,84 NS 1,18 NS
Médias para PD:
24,30 % 1,72 3,002
26,81 % 1,75 3,042
29,32 % 1,77 216°
(DMS) (0,19) (0,41)
Médias para BAO:
0% 1,81 2,61
1% 1,75 2,54
2% 1,68 2,76
3% 1,74 3,04
(DMS) (0,24) (0,52)
CV (%) 10,41 14,61

abc . |etras mindsculas diferentes na mesma coluna diferem pelo teste
de Tukey (p <0.05);

IHS: indice hepatossomatico; IGVS: indicegorduro-viscero-somatico.
NS_ N3o significante;

* - Significante a 0,05; ** - Significante a 0,01.
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3.6 Histomorfometria intestinal

N&o houve efeito significativo (P>0,05) nas medidas histomorfométricas
dos intestinos de juvenis de tilapia para a interacdo entre os fatores estudados
para largura das vilosidades (LV), numero de vilosidades (NV) e largura da tunica
muscular (TM) (Tabela 11). Ja para o numero de células caliciformes (CC) e altura
das vilosidades (AV) houve efeito significativo (P<0,05) para a interacao.

Tabela 11. Valores de F e médias dos parametros histomorfométricos intestinais
de juvenis de tildpia do Nilo alimentadas com dietas contendo diferentes niveis de
incluséo de BAO e diferentes teores de PD.

Estatistica Parametros Avaliados
CC NV AV (um) LV (um) TM(um)
Valores de F para:
Efeito dos niveis de PD 20,02* 269NS 8847* (038N 091N
Efeito dos niveis de BAO 13,02* 23gNS 1851* (60N 269N

Efeito da interacdo (PD x BAO) 25/43** 192NS 16,14* (79N 151N
Médias para PD:

24,30 % 19,17 35,33 315,5 92,84 51,52
26,81 % 18,25 35,83 326,7 89,33 50,13
29,32 % 21,17 33,33 377,2 89,42 56,49
(DMS) (1,17) (2,85) (12,33) (11,48) (12,41)
Médias para BAO:
0% 18,89 36,83 328,2 91,72 55,00
1% 20,44 33,61 338,6 88,80 44,12
2% 17,89 34,0 327,7 87,55 51,74
3% 20,89 34,89 364,7 94,03 60,01
(DMS) (1,50) (3,63) (15,73) (14,64) (0,12)
CV (%) 5,91 8,02 3,56 12,44 6,24

abc _ Letras minUsculasdiferentes na mesma coluna diferem pelo teste de Tukey (p <0.05);
CC: numero de células caliciformes; NV: nimero de vilosidades; AV: altura das vilosidades; LV:
largura das vilosidades; TM: largura da tinica muscular.

NS_N3o significante;

* - Significantea 0,05; ** - Significantea 0,01.
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Os maiores valores médios para numero de CC e AV (P<0,01) foram
proporcionados por dietas contendo o teor de PD mais elevado (29,32%) e

também pelo maior nivel de BAO estudado (3%).

Tabela 12. Médias dos parametros histomorfométricos intestinais de juvenis de
tilapia do Nilo para os efeitos das interacdes entre os diferentes niveis de incluséao

de BAO e diferentes teores de PD das dietas.

Médias PD (%) Niveis de BAO (%)
de: 0 1 2 3
24,30 21,67+1,15Aa 21,33+1,15Aa 15,67 + 1,53 Bb 18,00 + 1,00 Bb
CcC 26,81 15,00 + 0,00 Bb 16,33 + 0,58 Bb 21,00 + 0,00 Aa 20,67 + 1,53 Ba
29,32 20,00 £ 1,00 Ab 23,67 1,43 Aa 17,00 + 1,00 Bb 24,00 £1,73 Aa
24,30 316,1+ 7,29 Bb 350,8 6,87 Aa  274,7+20,30Bc  320,4 £ 24,27 Ba
AV (pm) 26,81 313,6 £1,80 Bb 296,3 + 4,02 Bb 3229+596Cb 374,2+14,12 Aa
29,32 355,0+ 7,18 Ab 368,7 + 7,41 Aa 385,5+6,30Aa  399,6 + 15,95 Aa

1 - Médias seguidas pela mesma letra (minusculas naslinhasemaiusculas nas colunas) ndo diferempelo teste de Tukey ao
nivel de 5% de probabilidade.
CC: numero de células caliciformes;AV: altura das vilosidades.

Para as dietas contendo 24,30% de PD, os maiores numeros de CC foram
registrados para a adicdo de 1% ou 0% do BAO (21,33 e 21,67, respectivamente)
e, quando utilizados os niveis de 2% ou 3% de inclusdo do BAO este numero de

CC sofreu reducéo consideravel (Tabela 12).

A menor e maior médias de AV foram observadas nos tratamentos com
24,30% de PD com 2% do BAO (274,7um) e 29,32% de PD com 3% do BAO
(399,6um), respectivamente (Tabela 12).

Quando o teor proteico das dietas foi de 29,32%, as médias de AV
aumentaram constantemente conforme o nivel de inclusdo do BAO foi

aumentado.

A Figura 1 mostra as medidas de mensuracédo da morfometria. Na Figura 2
foi possivel observar células caliciformes, a tunica muscular composta da camada
muscular longitudinal e camada muscular interna, a membrana serosa e o epitélio

da mucosa para cada tratamento.
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Figura 1. Fotomicrografia para medidas de histomorfometria.

AV: altura da vilosidade; LV: largura da vilosidade; TM: largura da tlnica
muscular; mi: camada muscular interna; ml: camada muscular
longitudinal; (—): célula caliciforme; em: epitélio da mucosa; ms:

membrana serosa.

A altura dos vilos intestinais apresentaram diferenca significativa nos
diferentes tratamentos. A visualizagdo dos cortes histolégicos demonstrou que a
largura das vilosidades intestinais e a largura da tanica muscular ndo foram
influenciados pelas diferentes combinagbes de PD e BAO das dietas, entretanto,
o mesmo nao foi observado para o nimero de células caliciformes e altura das

vilosidades.
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Figura 2. Fotomicrografias das vilosidades intestinais de juvenis de tilapia
do Nilo em corte transversal. Barras de escala de 200um.
Hematoxilina/Eosina (HE).

3.7 Ensaio de digestibilidade

Houve interacdo significativa (P<0,05) entre os niveis de BAO e de PD,
para todos os resultados de coeficientes de digestibilidade aparente (CDA)
avaliados neste ensaio de digestibilidade (Tabela 13).

As médias do coeficiente de digestibilidade aparente da proteina (CDArs),
do coeficiente de digestibilidade aparente da energia (CDAEes) e do coeficiente de
digestibilidade aparente da matéria mineral (CDAwmm) das dietas para os efeitos de

interacdo sdo apresentados na Tabela 14.
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Tabela 13. Valores de F e médias dos coeficientes de digestibilidade aparente de
dietas para juvenis de tilapia do Nilo alimentadas com dietas contendo diferentes
niveis de incluséo de BAO e diferentes teores de PD.

Estatistica Parametros Avaliados
CDApg (%) CDAgg (%) CDAum (%)

Valores de F para:

Efeito dos niveis de PD 3,01 219N 22,50 **
Efeito dos niveis de BAO 8,85 ** 12,22 ** 11,78 **
Efeito da interac&o (PD x BAO) 14,43 ** 15,55 ** 57,89 **
Médias para PD:
24,30 % 82,01 73,43 33,80°
26,81 % 84,51 74,75 40,59 2
29,32 % 83,15 72,12 41,422
(DMS) (2,55) (3,15) (3,07)
Médias para BAO:
0% 79,96 ° 68,35 " 38,91°
1% 85,97 2 76,832 47,232
2% 83,722 74,072 37,26"°
3% 83,25° 74,472 31,13°¢
(DMS) (3,25) (4,01) (3,92)
CV (%) 3,00 4,20 7,81
abc _ Letras minusculasdiferentes na mesma coluna diferem pelo teste de Tukey (p
<0.05);

CDpg: coeficiente de digestibilidade aparenteda proteina bruta; CDAgg: coeficientede

digestibilidadeaparenteda energia bruta; CDAym: coeficiente de digestibilidadeaparente
da materia mineral.

* - Significante a 0,05; ** - Significante a 0,01.

Para a dieta isenta de BAO, contendo o maior teor de PD (29,32%) a média
do CDArs apresentou, como esperado, reducdo significativa (Tabela 14). O
mesmo comportamento foi observado com o resultado médio do CDAes e do
CDAwmwm, para 0 aumento do teor proteico das dietas; o CDAes e do CDAmm
também pioraram.
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Tabela 14. Médias dos coeficientes de digestibilidade aparente de dietas para
juvenis de tilapia do Nilo para os efeitos das interacdes entre os diferentes niveis

de inclusdo de BAO e diferentes teores de PD das dietas.

Médias PD (%) Niveis de BAO (%)
de: 0 1 2 3

24,30 84,49 + 1,56 Aal 83,50 + 1,54 Aa 76,14 + 1,57 Bb 85,91 + 4,53 Aa

CDpg (%) 26,81 84,00+ 1,18 Aa 86,97 + 1,06 Aa 88,29+0,59 Aa 78,79+ 3,24Bb
29,32 73,38 +2,04 Bb 87,43 + 5,00 Aa 86,74 + 1,23 Aa 85,05+ 1,74 Aa

24,30 72,98 + 2,93 Ab 74,10 + 0,66 Bb 65,99 + 3,63 Bc 80,64 + 2,24 Aa

CDgg (%) 26,81 73,19+ 3,73 Ab 76,41 + 2,65 Aa 79,01+1,43Aa  70,40+2,72Bb
29,32 58,59 + 3,86 Bc 79,99 + 5,25 Aa 7720+0,88 Aa 72,38+ 3,67 Bb

24,30 44,74 + 1,34 Aa 43,28 + 2,62 Ba 16,18 + 3,03 Cc 31,35+ 4,09 Bb

C(I;SM 26,81 39,38 £ 3,21 Ac 43,04 + 3,51 Bb 52,21 £ 2,77 Aa 27,74 +4,15Cb
29,32 32,60+ 0,91 Bc 55,37 £ 1,24 Aa 43,39 + 4,58 Bb 34,32 £1,92 Ac

1 - Médias seguidas pela mesma letra (minusculas naslinhas e maiusculas nas colunas) ndo diferem pelo teste de Tukey ao
nivel de 5% de probabilidade.

CDAPB: coeficiente de digestibilidadeaparenteda proteina bruta; CDAEB: coeficientede digestibilidadeaparenteda
energia bruta; CDAMM: coeficiente de digestibilidade aparenteda materia mineral.

A incluséo de apenas 1% ou 2% do BAO foi suficiente para elevar as

médias de CDAwmwm has dietas experimentais contendo 26,81 e 29,32% de PD.

do BAO foi

significativamente a média de CDAps da dieta com alto teor proteico (29,32%), de

A inclusdo de 1% a mais eficiente para aumentar
73,38% para 87,43%. O mesmo foi observado para o CDAEes, 0 qual passou de
58,59% para 79,99%, e para o CDAwum, passando de 32,60% para 55,37% com a
inclusdo de 1% de BAO.

Quando a inclusdo de BAO foi de 2% ou 3%, houve efeito do aumento

gradual dos teores proteicos das dietas para 0 CDAEs.

Com a incluséo de 2% do BAO nas dietas, os resultados médios do CDArs
e de CDAes foram maiores para as dietas com os dois maiores teores proteicos
(26,81% e 29,32% de PD).
maior meédia de CDwmwm para a dieta contendo o teor de 26,81% de PD.

Entretanto, a inclusdo de 2% do BAO promoveu a

Para o nivel de 24,30% de proteina digestivel na dieta, o uso de 2% de
inclusdo do BAO diminuiu as médias de CDArs, de CDAEes e de CDAwmw, piorando

esses resultados.
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4. Discussao

4.1 Desempenho e eficiéncia nutricional

Ao final do periodo experimental as analises de variancia para o0s
parametros de desempenho demonstraram acréscimos nos resultados de GP, CR
e TCE; porém, ndo demonstraram diferencas significativas para a interacdo dos

teores de PD e niveis de inclusdo dos BAOs para os resultados de CA e TEP.

A CA melhorou com a inclusédo de 3,0% de BAO, enquanto que a TEP foi
maior com a inclusdo ou nao de 1,0% de BAO. Ramli et al. (2005) estudando a
inclusdo de 0,0; 0,2; 0,3 e 0,5% de diformato de potassio, um sal de acido
férmico, em dietas contendo 32% de proteina bruta para juvenis de tilapia,
também observaram melhoras significativas nas médias de GP, de CA, de CR de
TEP a partir da incluséo de, 2 ou 5 kg/t de diformato de potassio nas dietas. Ng et
al. (2009) também n&o encontraram diferencas estatisticas significativas sobre CA
e TEP, ao avaliar a inclusdo de um blend comercial de acidos organicos em dietas

para alevinos de tilapia vermelha hibrida.

As melhores médias de CA foram proporcionadas por dietas com inclusao
de 3% de BAO. As de TEP ocorreram com o uso do menor teor proteico (24,30%
de PD) e também usando-se ou ndo o menor nivel de inclusdo do BAO (1%).
Petkam et al. (2008) estudaram a inclusdo de um blend de acidos e sais
organicos (formiato de célcio, propionato de calcio, lactato de célcio, fosfato de
calcio e acido citrico) em diferentes niveis de inclusdo (0,5%; 1,0% e 1,5%) em
comparacao com a inclusdo de 0,5% de oxitetraciclina (antibiético promotor de
crescimento - AGP) em dietas contendo 31% de proteina bruta. Apesar de nao
terem encontrado dados estatisticamente significativos para GP e CA para juvenis
de tilapia, concluiram que a inclusdo de 1,5% deste blend resultou em um
aumento numérico de 11% em comparac¢do ao controle negativo, com resultados
semelhantes aos da dieta suplementada com AGP. Ng et al. (2009) avaliaram a
incluséo de 0,0; 0,1; 0,2 ou 0,3% de um blend comercial de acidos organicos em
dietas contendo 35% de proteina bruta para alevinos de tilapia vermelha hibrida e
também ndo encontraram diferencas significativas para os resultados de GP,
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apresentando apenas diferenca numérica para as dietas com inclusdo de 0,1 ou
0,2% do blend de acidos organicos (aumento de 11,0% e 11,3%,
respectivamente) em comparacgéo as dietas controle. Fortes da Silva et al. (2008)
trabalharam com um blend de acidos orgéanicos (bioflavonéides, acido ascorbico,
acido citrico, acido latico e acido fumarico) nas inclusées de: 0,00; 0,02; 0,04,
0,06; 0,08 e 0,10%, em dietas contendo 32% de proteina bruta e ndo observaram
efeitos significativos para CR, CA e TEP. Para os resultados de GP observaram
efeito quadratico dos niveis de acidos organicos, havendo melhora deste

parametro até o nivel de inclusao de 0,043%.

No presente estudo, as interagcbes entre os fatores estudados
demonstraram que as melhores médias de GP, CR e TCE dos peixes que ndo
receberam BAO em suas dietas ocorreram sempre com 0 maior conteldo
proteico (29,32% PD). Entretanto, as médias desses parametros foram
igualmente elevadas com a utilizacdo maxima de 3% do BAO nas dietas, em
combinacdo com o menor contetdo proteico (24,30% de PD), demonstrando a
eficiéncia de utilizacdo deste produto sobre o desempenho, o qual pode sugerir
um efeito melhorador de absorcdo ou digestdo da fracdo proteica. Em estudo
realizado por De Wet (2005) com juvenis de truta-arco-iris, o autor utilizou um
blend de acidos organicos nas proporcdes de 0,5%; 1,0% e 1,5% e também
observou melhoras nos parametros de desempenho dos peixes (GP, CA e TCE),
mostrando médias superiores para a inclusdo de apenas 1,0%. Resultados
semelhantes foram obtidos em estudo realizado por Sherif e Doaa (2013) com
tilapias do Nilo para GP, CA e TCE, com a inclusdo do maior nivel de BAO
avaliado, o qual, neste estudo, foi de 0,4%.

A utilizag&o de dietas contendo 26,81% de PD néo tiveram efeito do uso do
BAO sobre os parametros de crescimento. Mas o CR foi maximo com este teor
proteico, demonstrando efeito caracteristico de aumento na palatabilidade dessas
dietas. Efeitos semelhantes para o CR foram encontrados por Ringg (1992) com o
uso de 1% de acetato de sodio em dietas para truta do artico. Estudando niveis
de inclusdo de um blend de acidos organicos em dietas com 30,5% de proteina
bruta, Sherif e Doaa (2013) encontraram resultados 59% superiores no CR para
as tilapias que receberam o maior nivel de inclusdo do BAO (0,4%). O mesmo
nao foi observado por Khaled (2015), que n&o encontrou efeitos significativos para
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0 CR, com o uso de diformato de sd6dio NDF® em dietas contendo 32% de

proteina bruta, para alevinos hibridos de tilapia (2 O. Niloticus x & O. aureus).

Neste ensaio, ndo ocorreram efeitos das interagbes entre os teores de
inclusdo do BAO e os teores proteicos das dietas sobre as médias de ERps, de
ERes, EEcp e de PBcp. As maiores médias de ERps foram entdo observadas para
as dietas com maior contetudo proteico (29,32% de PD) e o maior nivel de
inclusdo do BAO estudado (3%). Ng et al (2009) n&do observaram efeitos
significativos para os resultados de ERps com a inclusédo de BAO em dietas para
alevinos de tilapia vermelha hibrida. A inclusdo de 0,75 e 1,5% de lactato de
calcio, acido citrico e diformato de potassio em dietas para juvenis de red drum
(Sciaenops ocellatus) também néo tiveram efeito significativo sobre ERprs € TEP
(CASTILLO et al., 2014). Hassaan et al. (2014) usaram dietas com 30,66% de
proteina bruta para testar as inclusdes de 0,0; 0,5; 1,0 e 1,5% de propionato de
calcio ou 0,0; 0,5; 1,0 e 1,5% de lactato de calcio; observaram as melhores
médias de ERes para as dietas que continham 1% de lactato de calcio para
juvenis de tildpia no Nilo.

Os resultados observados para os indices IHS e IGVS nédo diferiram
estatisticamente, tanto em relacdo aos niveis de inclusdo do BAO, quanto aos
teores proteicos estudadas. As inclusdes de acidos orgéanicos isolados ou de
blends parecem ndo afetar estes indices fisioldgicos, visto que, em Varios
trabalhos consultados ndo foram observadas diferencas estatisticamente
significativas (NG et al., 2009; CASTILLO et al., 2014; KOH et al., 2016;
EBRAHIMI et al., 2017).

4.2 Composicao corporal

Houve efeito significativo da interac@o para os niveis de fosforo total (P) na
composicdo corporal dos peixes (P<0,01). O uso de 1% de BAO elevou a
concentracéo de P corporal em peixes, independentemente do nivel proteico das
dietas. Hossain et al. (2007) avaliaram a inclusdo de 1% dos acidos citrico, ou
malico ou latico em dietas contendo 46% de proteina bruta e observaram

aumento significativo no teor de P nas carcacas dos peixes da espécie Pagrus
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major que foram suplementados com 1% de acido latico. Em estudo com truta-
arco-iris usando niveis de 0,0; 0,4; 0,8 ou 1,6% de &cido citrico nas dietas, Vielma
et al. (1999) observaram que o teor de cinzas corporal elevou-se igualmente para
todos os niveis estudados, mas o conteudo de fosforo mostrou apenas uma

tendéncia a aumentar (P=0,07).

Foram observadas diferencas significativas para a porcentagem de
proteina na carcaca tanto para os niveis de PB quanto para os niveis de BAO
avaliados, sendo este maior quando utilizado o maior teor de PD (29,32%) e o
maior nivel de inclusdo de BAO (3,0%). Para as porcentagens de EE e EB, as
meédias diferiram apenas entre os teores proteicos avaliados. Ng et al. (2009)
avaliando a inclusdo de 0,0; 0,1; 0,2 ou 0,3% de um blend comercial de acidos
organicos em dietas contendo 35% de proteina bruta para alevinos de tilapia
vermelha hibrida, ndo encontraram diferenca estatistica significativa para a
composicdo de umidade, proteina bruta, extrato etéreo, energia bruta e matéria

mineral corporal.

4.3 Histomorfometria intestinal

As andlises de variancia demonstraram efeitos de interacdo significativos
nas medidas histomorfométricas de altura das vilosidades (AV) e contagem de
células caliciformes (CC) dos intestinos de juvenis de tilapia para as interacdes
entre os fatores estudados (P<0,01). O mesmo nao foi observado para 0s
parametros de numero de vilosidades (NV), largura das vilosidades (LV) e largura
da tanica muscular (TM) (P>0,05). Os maiores valores médios para CC e AV
foram proporcionados por dietas contendo o teor de PD mais elevado (29,32%) e
pelo maior nivel de BAO estudado (3%). Adil et al. (2010) trabalharam com
frangos de corte analisando a inclusdo de 2 ou 3% de acido butirico, de &cido
fumarico e de acido latico, observaram que o0s animais que ingeriram a dieta
suplementada com 3% de acido fumarico apresentaram aumento significativo da
AV de 23% em comparagao aos animais que ingeriram a dieta controle. Viola e
Vieira (2007) estudaram a inclusdo de quatro diferentes blends de acidos

organicos as dietas com trés diferentes niveis para cada blend (A: 0,8%; 0,45% e
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0,25%; B: 1,0%; 0,6% e 0,3%; C1: 0,4%; 0,2% e 0,1%; C2: 0,3%; 0,3% e 0,1%; Da:
0,5%; 0,25% e D2: 0,3%; 0,3% e 0,1%) sendo cada um trabalhado em trés fases
distintas de criacdo de frangos de corte. Com excecao doo blend B, todos os
demais blends e niveis de inclusdo apresentaram efeitos significativos para AV e
profundidades das criptas superiores aos animais que receberam as dietas

controle.

Para as dietas contendo 24,30% de PD, os maiores numeros de CC foram
registrados para a adicdo de 1% ou ndo do BAO (21,33 e 21,67,
respectivamente). Quando utilizados os niveis de 2% ou 3% de inclusdo do BAO,

este niumero de CC sofreu reducado consideravel.

Quando analisado o menor teor proteico das dietas estudadas (24,30% PD)
observou-se tendéncia similar para CR e CC, uma vez que doses mais altas de

BAO aparentam afetar tais parametros.

4.4  Digestibilidade

Houve interacéo significativa entre os niveis de BAO e de PD para todos os
resultados de coeficientes de digestibilidade aparente (CDA) avaliados neste
ensaio de digestibilidade (P<0,01).

Para a dieta isenta de BAO contendo o maior teor de PD (29,32%), a média
do CDArs apresentou, como esperado, reducao significativa, tendo em vista que
guando aumenta-se a oferta de proteina na dieta, o animal tende a gastar menos
energia para digerir este excesso. O mesmo foi observado com o resultado médio
do CDAEes e do CDAwmwm, para 0 aumento do teor proteico das dietas; o CDAes e do
CDAwmm também pioraram. Comparando a digestibilidade de nutrientes em dietas
contendo um nivel baixo (25%) e um nivel alto (35%) de proteina bruta
combinadas com 1,5 ou 3,0% de &cido citrico para juvenis de carpa rohu, Baruah
et al. (2007) também observaram reducéo significativa do CDps quando o teor de
proteina da dieta foi o mais elevado sem a incluséo do acido organico. Hossain et
al. (2007) ndo observaram diferencas significativas entre os tratamentos para o

CDAre € 0 CDAEes. No entanto, as dietas que receberam a inclusdo de 1% de
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acido citrico, acido malico ou acido latico mostraram tendéncia de aumento destes

coeficientes para Pagrus major.

A inclusdo de 1% do BAO foi a mais eficiente para aumentar
significativamente as médias do CDArs, do CDAes e do CDAmm para as dietas
com o mais alto teor proteico (29,32% de PD). Avaliando a incluséo de 0,5 e 1,0%
de um BAO ou a inclusdo de 0,5% de oxitetraciclina em dietas com 31% de
proteina bruta para tilapia hibrida vermelha, Koh et al. (2016) também observaram
maior CDAwv para as dietas com a inclusdo de 1% de BAO. Khaled (2015)
observou aumento significativo do CDAps com 0 uso do diformato de s6édio NDF®
em dietas contendo 32% de proteina bruta, para alevinos hibridos de tilapia.
Morken et al. (2011), suplementando dietas para truta-arco-iris com 1,06% de
diformato de sédio, também observaram aumento significativo do CDAprs € do

CDAwmm, em comparagéo ao tratamento controle.

Diferentemente do estudo aqui apresentado, Ng et al. (2009) néo
encontraram valores de CDAps superiores para qualquer nivel de inclusédo do
blend comercial de &cidos organicos ou para a inclusao de 0,2% de diformato de
potassio em dietas contendo 35% de proteina bruta para alevinos de tilapia
vermelha hibrida. Lin e Cheng (2017) avaliaram a inclusdo de 1% de lactato de
sédio ou butirato de sodio em dietas contendo, aproximadamente, 48% de
proteina bruta e também ndo observaram diferencas significativas entre

tratamentos para os resultados de CDAps.
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5. Conclusao

Os resultados do presente estudo indicam que a suplementacdo de dietas
com este blend comercial de acidos organicos em dietas para juvenis de tilapia do

Nilo produziu efeitos benéficos para os parametros avaliados.

A melhoria do desempenho zootécnico ocorreu paralelamente aos
beneficios observados na morfologia intestinal, e, nas condi¢des de realizagdo do
presente estudo. A melhor relacdo de BAO e PD diferiu de acordo com o

parametro avaliado.

Apesar de ndo haver tendéncia estatistica, observa-se tendéncia humeérica
da superioridade da inclusédo do teor de 1% de BAO em dietas para tilapias do
Nilo.
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7. Anexos

Anexo | - CEUA — Comissdo de Etica no Uso de Animais

Campus de Jaboticabal

AYA
iAWYy UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA W Foeer
u nesp 9ULIO DE MESQUITA FILHO” 9

cborcabal

CEUA - COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado “Acidos organicos podem melhorar
o desempenho, a sanidade e a eficiéncia de utilizagdo de nutrientes em
dietas para producio de tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus) em
tanques-rede?”, protocolo n° 12.031/16, sob a responsabilidade do Prof. Dr.
Dalton José Carneiro, que envolve a produgdo, manutengao efou utilizagdo de
animais pertencentes ao Filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homemy), para
fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com os preceitos
da lei n°® 11.794, de 08 de outubro de 2008, no decreto 6.899, de 15 de junho de
2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da
Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA
NO USO DE ANIMAIS (CEUA), da FACULDADE DE CIENCIAS AGRARIAS E
VETERINARIAS, UNESP - CAMPUS DE JABOTICABAL-SP, em reuniao
ordinaria de 18 de agosto de 2016.

Vigéncia do Projeto 01/09/2016 a 01/03/2017

Espécie / Linhagem Tilapia

N° de animais 1800

Peso / Idade 360 com 30 gramas — 60 dias / 1440 com 150 gramas — 120 dias i
Sexo Machos e fémeas

Origem Piscicultura AcquaSanta — Arealva/SP.

Jaboticabal, 18 de agosto de 2016.

- fof? Dr‘%moroso

= Coordenadora — CEUA

Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias
Via de Acesso Prof. Paulo Donato Castellane, s/n - 14884-900 - Jaboticabal - SP - Brasil
tel 16 3209 2600 fax 3202 4275 www.fcav.unesp.br
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